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 Resumen 
 
 
La leche humana contiene una gran cantidad de oligosacáridos, libres o unidos a 
lípidos y proteínas, y su función fisiológica es mayoritariamente desconocida. Estos 
oligosacáridos son resistentes a la digestión y una gran proporción llega al intestino del 
lactante, donde pueden ser substratos para la microbiota. La lacto-N-biosa (LNB) y la 
galacto-N-biosa (GNB) son las estructuras tipo-1 que forman el núcleo de los 
oligosacáridos de la leche humana (OLH) y de las glicoproteínas de la mucina, 
respectivamente. Los dos azúcares son fermentados por especies del género 
Bifidobacterium, pero no hay datos acerca de su utilización por el género Lactobacillus. 
Tampoco hay información para este género acerca del metabolismo de la N-acetil-
lactosamina (LacNAc), que constituye la cadena de azúcar tipo-2 en los OLH, y de la 
lacto-N-triosa, que forma parte de la estructura de la lacto-N-tetraosa, uno de los OLH 
más abundantes. 
Lactobacillus casei es una bacteria láctica aislada de numerosos nichos 
ambientales como leche, carne, materia vegetal y los tractos reproductivos y 
gastrointestinales de animales y humanos, incluyendo el intestino de niños lactantes. 
Además, algunas cepas se utilizan como cultivos iniciadores en la industria láctea y 
también como probióticos. Esta característica ha llevado a que una de las aplicaciones  
más recientes de esta especie sea su adición a fórmulas maternizadas. En este estudio se 
ha utilizado la cepa de L. casei BL23, porque tiene propiedades probióticas, se puede 
manipular genéticamente y se dispone de la secuencia de su genoma. 
La capacidad de L. casei de prevalecer en el sistema gastrointestinal dependerá 
en parte de su versatilidad metabólica para utilizar los carbohidratos disponibles. En la 
presente Tesis Doctoral se ha demostrado que la cepa L. casei BL23 se puede cultivar 
en presencia de LNB, GBN, LacNAc, y lacto-N-triosa como fuentes de carbono. En el 
metabolismo de la LNB, GNB y también N-acetilgalactosamina (GalNAc) está 
implicado el operon gnbREFGBCDA. El análisis de actividades enzimáticas y de 
mutantes para estos genes demostró que esos tres carbohidratos son transportados por el 
mismo sistema fosfotransferasa de azúcares dependiente de fosfoenolpiruvato (PTSGnb), 
y que la fosfo--galactosidasa GnbG hidroliza ambos disacáridos. Sin embargo, la N-
acetilgalactosamina-6P deacetilasa (GnbF) y la galactosamina-6P isomerasa/deaminasa 
(GnbE) están implicadas en la fermentación de la GNB, pero no de la LNB. La 
 utilización de ésta depende del gen nagA, que codifica para una N-acetilglucosamina-6P 
deacetilasa. Análisis transcripcionales demostraron que el operon gnb está regulado por 
inducción del substrato mediada por el represor transcripcional GnbR, el cual se une a 
una región de DNA de 26 pares de bases que contiene secuencias invertidas repetidas 
exhibiendo un núcleo conservado 2T/2A. Por encima del operon gnb, hay dos genes 
bnaG y manA, que codifican para el precursor de una -N-acetilglucosaminidasa y una 
manosa-6P isomerasa. Se ha demostrado que BnaG es un enzima extracelular unido a la 
pared celular y que está implicado en el metabolismo de la lacto-N-triosa. Ésta es 
hidrolizada por BnaG en lactosa y N-acetilglucosamina (GlcNAc). El enzima ManA 
está implicada en el metabolismo de la manosa presente en el disacárido 3’-N-
acetilglucosaminil-manosa, el cual es también una fuente de carbono para L. casei 
BL23. Por último, en esta cepa se ha demostrado que la LacNAc es transportada y 
fosforilada por el PTS de la lactosa e hidrolizada intracelularmente por la fosfo--
galactosidasa LacG en galactosa-6P y GlcNAc. Análisis transcripcionales demostraron 
que el operon lac, además de por lactosa, está también inducido por LacNAc. 
Para intentar comprender mejor el metabolismo y potencial bioactivo de los 
OLH se necesitan cantidades adecuadas de éstos, las cuales, dadas las dificultades 
implícitas a su obtención de la leche humana o por síntesis química, dependerán del 
desarrollo de aproximaciones enzimáticas. Además, los oligosacáridos son abundantes 
en la leche humana pero no en las fórmulas infantiles. Con el objeto de disponer de 
LNB y GNB en cantidad suficiente para ensayar su actividad biológica, se han 
sintetizado in vitro ambos disacáridos utilizando para ello la capacidad de 
transglicosidación de la glicosil hidrolasa GnbG aislada de L. casei. Las reacciones de 
transglicosidación se escalaron, los productos resultantes se purificaron, y se obtuvieron 
rendimientos de 10.7 ± 0.2 g/l de LNB y 10.8 ± 0.3 g/l de GNB.  
Ambos disacáridos fueron utilizados in vitro para determinar sus propiedades 
prebióticas potenciales con 33 cepas de Lactobacillus correspondientes a 13 especies 
diferentes. Se determinó que 21 de las cepas, correspondientes a las especies L. casei, 
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus zeae, Lactobacillus gasseri y Lactobacillus 
johnsonii fueron capaces de metabolizar tanto GNB como LNB. Experimentos de 
hibridación de DNA demostraron que el metabolismo de estos disacáridos en las cepas 
de L. casei, L. rhamnosus y L. zeae depende de una fosfo--galactosidasa homóloga a 
GnbG.  
 Existen evidencias científicas recientes que les atribuyen a los OLH propiedades 
inmunomoduladoras, así que se han determinado éstas in vitro para LNB y GNB, y para 
dos fucosiloligosacáridos (Fuc-α-1,3-GlcNAc y Fuc-α-1,6-GlcNAc) sintetizados 
anteriormente en nuestro laboratorio. Se ha demostrado que los cuatro disacáridos son 
capaces de incrementar significativamente la producción de IFN-γ en Células 
Mononucleares de Sangre Periférica (PBMC). El Fuc--1,6-GlcNAc además fue capaz 
de reducir significativamente la producción de IL13. Estos resultados sugieren un efecto 
estimulante del sistema inmune y en el caso particular del Fuc-α-1,6-GlcNAc un efecto 
polarizador de la respuesta inmune Th1/Th2 hacia poblaciones Th1. 
Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral han permitido ampliar los 
conocimientos sobre la síntesis, el metabolismo por especies del género Lactobacillus, y 
las propiedades inmunomoduladoras de oligosacáridos específicos presentes en la leche 
humana y en la mucosa. Esto podría contribuir a entender mejor la posible función de 
los OLH en la colonización por esas especies del tracto gastrointestinal de los niños, y 
en la estimulación de la respuesta inmune. 
 
 
 Abstract 
 
 
Human milk contains a large number of oligosaccharides, either free or bound to 
proteins and lipids, and their physiological role is mostly unknown. These 
oligosaccharides are resistant to host gastrointestinal digestion and therefore, a 
significant proportion reaches the infant colon, where they can be substrates for the 
resident microbiota. Lacto-N-biose (LNB) and galacto-N-biose (GNB) are the core 
type-1 sugar structures in HMO and mucin glycoproteins, respectively. They are 
fermented by species of the genus Bifidobacterium, but, there is no data about their 
utilization by the genus Lactobacillus. There is also no information for this genus about 
the metabolism of N-acetyllactosamine (LacNAc), which constitutes the type-2 sugar 
core in HMO, and lacto-N-triose, which forms part of the structure of lacto-N-tetraose, 
one of the most abundant HMOs. 
Lactobacillus casei is a lactic acid bacteria isolated from several environmental 
niches such as milk, meat, vegetables and reproductive and gastrointestinal tracts of 
animals and humans, including infant intestine. In addition, some strains are used as 
starter cultures in the dairy industry and also as probiotics. This characteristic resulted in 
one of the most recent applications for L. casei species, thus, its incorporation to infant 
formulas. The L. casei BL23 strain has been used in this study, due to its probiotic 
properties, it can be genetically manipulated and the availability of its genome 
sequence.  
The capability of L. casei species to survive in the gastrointestinal tract would 
depend in part of its ability to metabolize the available carbohydrates. In this Thesis we 
have shown that this strain is able to grow using LNB, GBN, LacNAc, and lacto-N-
triose as carbon sources, and we have characterized the corresponding metabolic 
pathways. L. casei contains a gene cluster, gnbREFGBCDA, involved in the metabolism 
of GNB, LNB and also N-acetylgalactosamine. Enzyme activities and knockout mutants 
analyses showed that the phosphoenolpyruvate:sugar phosphotransferase system 
(PTSGnb) is involved in the transport of those three sugars and that GnbG (phospho--
galactosidase) hydrolyzes both disaccharides. However, GnbF (N-acetylgalactosamine-
6P deacetylase) and GnbE (galactosamine-6P isomerase/deaminase) are involved in 
GNB but not in LNB fermentation. The utilization of LNB depends on nagA (N-
acetylglucosamine-6P deacetylase). Transcriptional analysis showed that the gnb operon 
 is regulated by substrate-specific induction mediated by the transcriptional repressor 
GnbR, which binds to a 26-bp DNA-region containing inverted repeats exhibiting a 
2T/2A conserved core.  Upstream of the gnb operon, there are two genes, bnaG and 
manA, encoding a -N-acetylglucosaminidase precursor and a mannose-6P isomerase. It 
has been shown that BnaG is an extracellular wall-attached enzyme and that it is 
involved on lacto-N-triose metabolism. Lacto-N-triose is hydrolyzed by BnaG into 
lactose and N-acetylglucosamine. ManA enzyme is involved in the utilization of the 
mannose moiety of 3’-N-acetylglucosaminyl-mannose, which is a carbon source for L. 
casei BL23. Finally, in this strain, LacNAc is transported and phosphorylated by the 
lactose PTS and it is intracellularly hydrolyzed by the phospho--galactosidase LacG 
into galactose-6P and GlcNAc. Transcriptional analysis showed that the lac operon, in 
addition to lactose, is also induced by LacNAc. 
In an effort to better understand the metabolism and bioactive potential of HMO, 
sufficient quantities are required, which, due to the implied difficulties to obtain them 
from human milk or chemical synthesis will rely on the development of enzymatic 
approaches. Additionally, oligosaccharides are abundant in human milk but not in infant 
formula. In order to have enough amounts of LNB and GNB to test their biological 
activities, both disaccharides have been synthesized in vitro using the transglycosylation 
activity of the GnbG glycosyl hydrolase isolated from L. casei. Transglycosylation 
reactions were scaled and the resulting products were purified, and the yields obtained 
were 10.7 ± 0.2 g/L of LNB and 10.8 ± 0.3 g/l of GNB. 
Both disaccharides were used in vitro to determine their potential prebiotic 
properties using 33 Lactobacillus strains corresponding to 13 different species. It was 
determined that 21 strains, corresponding to the species L. casei, Lactobacillus 
rhamnosus, Lactobacillus zeae, Lactobacillus gasseri and Lactobacillus johnsonii were 
able to metabolize both GNB as LNB. DNA hybridization experiments suggested that 
the metabolism of those disaccharides in the L. casei, L. rhamnosus and L. zeae strains 
tested relies upon a phospho--galactosidase homologous to GnbG. 
Recently, some scientific evidences suggest an immunomodulatory function for 
HMO. In vitro analyses to assay this function have been performed for LNB and GNB, 
and for two fucosyloligosaccharides (Fuc-α-1,3-GlcNAc and Fuc-α-1,6-GlcNAc) 
previously synthesized in our laboratory. The four disaccharides were able to 
significantly increase IFN-γ production in Peripheral Blood Mononuclear Cells 
 (PBMC). Fuc-α-1,6-GlcNAc was also able to significantly reduce the production of 
IL13. These results suggest a stimulatory effect on the immune system, and in the 
particular case of Fuc-α-1,6-GlcNAc, a polarizing effect of immune response Th1 / Th2 
towards Th1 populations. 
The results obtained in this Thesis allowed expanding the knowledge about 
synthesis, metabolism by Lactobacillus species, and immunomodulatory properties of 
specific oligosaccharides present in human milk and mucosa. These would contribute to 
a better understanding of the possible role of HMO in infant gut colonization by those 
species, and in the immune response stimulation. 
 
 
 Resum 
 
 
La llet humana conté una gran quantitat d’oligosacàrids, lliures o conjugats amb 
lípids o proteïnes i la seua funció fisiològica és majoritàriament desconeguda. Aquests 
oligosacàrids són resistents a la digestió i una gran proporció arriba a l’intestí dels 
lactants, on poden ser substrat per a la microbiota. La lacto-N-biosa (LNB) i la galacto-
N-biosa (GNB) són les estructures tipus-1 que conformen el nucli dels oligosacàrids de 
la llet humana (OLH) i de les glicoproteïnes de la mucina, respectivament. Els dos 
sucres són fermentats per espècies del gènere Bifidobacterium, però no existeixen dades 
sobre l’ús pel gènere Lactobacillus. Tampoc no hi ha informació per a aquest gènere 
sobre el metabolisme de la N-acetil-lactosamina (LacNAc), que cosntitueix la cadena de 
sucre tipus-2 als OLH i de la lacto-N-triosa, que forma part de l’estructura de la lacto-N-
tetrahosa, ú dels OLH més quantiós.  
Lactobacillus casei és una bactèria làctica aïllada de múltiples nínxols 
ambientals com la llet, carn, matèria vegetal i els tractes reproductius d’animals i 
humans, incloent-hi l’intestí d’infants lactants. A més a més, algunes soques s’utilitzen 
com a cultius iniciadors a la indústria làctia i també com a probiòtics. Aquesta 
característica comporta que una de les aplicacions més recents d’aquesta espècie 
implique l’addició d’aquestes a fórmules maternitzades. En aquest estudi s’ha utilitzat la 
soca de L. casei BL23, ja que té propietats probiòtiques, es pot manipular genèticament 
i es disposa de la seqüència del seu genoma.  
La capacitat de L. casei de prevaler al sistema gastrointestinal dependrà en part 
de la seua versatilitat metabòlica per a utilitzar els carbohidrats disponibles. A la present 
tesi doctoral s’ha demostrat que la soca L. casei BL23 es pot cultivar en presència de 
LNB, GBN, LacNAc i lacto-N-triosa com a fonts de carboni. Al metabolisme de la 
LNB, GNB i també de la N-acetilgalactosamina (GalNAc) està implicat l’operó 
gnbREFGBCDA. L’anàlisi d’activitats enzimàtiques i de mutants per a aquests gens 
demostrà que aquests tres carbohidrats són transportats pel mateix sistema 
fosfotransferasa de sucres depenent de fosfoenolpiruvat (PTSGnb), i que la fosfo--
galactosidasa GnbG hidrolitza ambdós disacàrids. D’altra banda, la N-
acetilgalactosamina-6P deacetilasa (GnbF) y la galactosamina-6P isomerasa/deaminasa 
(GnbE) estan implicades en la fermentació de GNB, però no de la LNB. La utilització 
d’aquesta depèn del gen nagA, que codifica per a una N-acetilglucosamina-6P 
 deacetilasa. Anàlisi transcripcionals demostraren que l’operó gnb està regulat per 
inducció del substrat mitjançant el repressor transcripcional GnbR, el qual s’uneix a una 
regió de DNA de 26 parells de bases que contenen seqüències invertides repetides 
exhibint un nucli conservat 2T/2A. A sobre de l’operó gnb, hi ha dos gens bnaG i 
manA, que codifiquen per al precursor d’una -N-acetilglucosaminidasa i una manosa-
6P isomerasa. S’ha demostrat que BnaG és un enzim extracel·lular unit a la paret 
cel·lular i que està implicat en el metabolisme de la lacto-N-triosa. Aquesta és 
hidrolitzada per BnaG en lactosa i N-acetilglucosamina (GlcNAc). L’enzim ManA està 
implicada en el metabolisme de la manosa present al disacàrid 3’-N-acetilglucosaminil-
manosa, el qual també representa una font de carboni per a L. casei BL23. Per 
concloure, en aquesta soca s’ha demostrat que la LacNAc és transportada i fosforilada 
pel PTS de la lactosa i hidrolitzada intracel·lularment per la fosfo--galactosidasa LacG 
en galactosa-6P i GlcNAc. Anàlisi transcripcionals demostraren que l’operó lac, a més 
de per lactosa està induït per LacNAc. 
Per intentar comprendre millor el metabolisme i potencial bioactiu dels OLH es 
necessiten quantitats adequades d’aquests, les quals, donades les dificultats implícites a 
la seua obtenció a partir de la llet humana o per síntesi química, dependran del 
desenvolupament d’aproximacions enzimàtiques. A més a més, els oligosacàrids són 
abundants en la llet humana però no a les fórmules infantils. A fi de disposar de LNB i 
GNB en quantitats suficients per a assajar la seua activitat biològica, s’han sintetitzat in 
vitro ambdós disacàrids utilitzant per a tal la capacitat de trasglicosidació de la glicosil 
hidrolasa GnbG aïllada de L. casei. Les reaccions de transglicosidació s’escalaren, els 
productes resultants es purificaren i s’obtingueren rendiments de 10.7 ± 0.2 g/l de LNB 
y 10.8 ± 0.3 g/l de GNB. 
Ambdós disacàrids foren utilitzats in vitro per a determinar les seues propietats 
prebiòtiques potencials amb 33 soques de Lactobacillus corresponents a 13 espècies 
diferents. Es determinà que 21 de les soques, corresponents a les espècies L. casei, 
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus zeae, Lactobacillus gasseri i Lactobacillus 
johnsonii foren capaces de metabolitzar tant GNB com LNB. Experiments d’hibridació 
de DNA demostraren que el metabolisme d’aquests disacàrids a les soques de L. casei, 
L. rhamnosus y L. zeae depèn d’una fosfo-β-galactosidasa homòloga a GnbG.  
Existeixen evidències científiques recents que atribueixen als OLH propietats 
immunomoduladores, així que s’han determinat aquestes in vitro per a LNB i GNB i per 
als dos fucosiloligosacàrids (Fuc-α-1,3-GlcNAc y Fuc-α-1,6-GlcNAc) sintetitzats 
 anteriorment al nostre laboratori. S’ha demostrat que els quatre disacàrids són capaços 
d’incrementar significativament la producció de IFN-γ en Cèllules Mononuclears de 
Sang Perifèrica (PBMC). El Fuc--1,6-GlcNAc a més, fou capaç de reduir 
significativament la producció de IL13. Aquests resultats suggereixen un efecte 
estimulant del sistema immune i en el cas particular del Fuc-α-1,6-GlcNAc un efecte 
polaritzador de la resposta immune Th1/Th2 cap a poblacions Th1. 
Els resultats que s’han obtingut en aquesta Tesi Doctoral han permès ampliar els 
coneixements sobre la síntesi, el metabolisme per espècies del gènere Lactobacillus i les 
propietats immunomodulares d‘oligosacàrids específics presents en la llet humana i a la 
mucosa. Açò podria contribuir a entendre millor la possible funció dels OLH a la 
colonització per aquestes espècies del tracte gastrointestinal dels xiquets i a 
l’estimulació de la resposta immune. 
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 La leche materna es un fluido biológico complejo que aporta la energía y los 
nutrientes fundamentales para el crecimiento y desarrollo del recién nacido. Su 
composición está adaptada en cada especie a los requerimientos nutricionales del 
lactante, y por lo tanto varía en cada especie de mamífero. Además de los nutrientes 
básicos para el crecimiento de los recién nacidos, como proteínas, grasas, hidratos de 
carbono y vitaminas, la leche humana proporciona también una serie de compuestos 
bioactivos como enzimas, anticuerpos, hormonas, factores de crecimiento, poliaminas, 
nucleótidos y oligosacáridos. 
 
1.1. Oligosacáridos de leche humana 
 
1.1.1. Composición, concentración y estructura molecular. 
 
Los oligosacáridos de leche humana (OLH) son una familia de glicanos no 
conjugados, de gran diversidad estructural,  y constituyen el tercer componente sólido 
presente en la leche, después de la lactosa y los lípidos. Si bien la cantidad y 
composición de los mismos varía de mujer a mujer y en el curso de la lactancia (Kunz et 
al., 2000), en  el calostro se observan concentraciones medias entre 20 y 25 g/L, 
mientras que a lo largo de la lactancia las concentraciones suelen decaer hasta valores 
entre 5 y 20 g/L (Bao et al., 2007; Coppa et al., 1999; Chaturvedi et al., 2001a; 
Davidson et al., 2004; Gabrielli et al., 2011; Kunz et al., 1999; Newburg et al., 2000). 
Estas cantidades superan a la concentración total de proteínas presentes en la leche, y 
son de 100 a 1.000 veces mayor que la concentración de oligosacáridos presentes en la 
leche bovina, que es la base de la mayoría de las leches de fórmula infantiles. 
 
Los OLH están compuestos por cinco monosacáridos, glucosa (Glc), galactosa 
(Gal), N-acetilglucosamina (GlcNAc), fucosa (Fuc) y ácido N-acetilneuramínico 
(NeuAc). Este es el ácido siálico (Sia) presente en humanos, y es diferente al resto de los 
mamíferos donde el principal Sia corresponde al ácido N-glicolilneuramínico. Entre 
esos cinco monosacaridos constituyentes (Tabla 1.1), la Glc se encuentra siempre en el 
extremo reductor en una mezcla de sus anómeros α y β. La Gal y GlcNAc siempre están 
presentes con enlaces glicosídicos β-D-, y la Fuc y el Sia siempre están presentes con 
enlaces glicosídicos α-L- y α-D-, respectivamente. Los 12 enlaces glicosídicos que se 
encuentran en las estructuras de los OLH (Tabla 1.2.) incluyen tres tipos de enlace 
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Tabla 1.1. Monosacáridos constituyentes de los OLH. 
galactosídico, dos tipos de enlace N-acetil-glucosaminídico, cuatro tipos de enlace 
fucosídico, y tres tipos de enlace sialisídicos. 
 
 
La estructura de estos oligosacáridos sigue un patrón básico ya que todos ellos 
poseen lactosa (Galβ1-4Glc) en su extremo reductor, que posteriormente puede ser 
extendido mediante la adición de un monosacárido (Fuc o Sia), permitiendo la 
formación de trisacáridos, o mediante la adición en β1-3 o β1-6 de los disacáridos lacto-
N-biosa (Galβ1-3GlcNAc) o N-acetillactosamina (Galβ1-4GlcNAc) formando 
oligosacáridos de cadena tipo 1 o 2 respectivamente (Fig. 1.1a).  
La adición de una molécula de lacto-N-biosa termina la elongación de la cadena, 
posibilitando únicamente la adición de los monosacáridos Fuc y Sia, mientras que el 
agregado de una N-acetillactosamina permite que se extienda aún más el oligosacárido 
con una nueva adición de uno de estos disacáridos. Los enlaces β1-6 entre dos unidades 
de disacárido introducen ramificaciones de cadena, estas estructuras ramificadas se 
denominan iso-OLH, mientras que las estructuras lineales formadas por los enlaces β1-3 
son llamados para-OLH (Fig. 1.1b). Tanto la lactosa, como la cadena con la cual se 
alargan los oligosacáridos pueden ser fucosiladas en enlaces α1-2, α1-3 o α1-4 y / o 
sialiladas en enlaces α2-3 o α2-6 (Figs. 1.1c). Algunos de los OLH pueden sintetizarse 
en varias formas isoméricas, como es el caso de la lacto-N-fucopentosa (LNFP) o la 
Monosacáridos 
constituyentes  
de los OLH 
Abreviatura Símbolo Estructura Enlaces 
glicosídicos 
Glucosa Glc 
 
 
Ninguno (solo en 
el extremo 
reductor) 
Galactosa Gal 
 
 
 
 
β 
N-acetil-glucosamina GlcNAc 
 
 
 
β 
Fucosa Fuc 
 
 
 
α 
Ac. N-AcetilNeuramínico 
(Ac. siálico) 
Sia 
 
 
 
α 
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Tabla 1.2. Enlaces presentes en la estructura de los OLH 
 
sialil-lacto-N-tetraosa (LST). Se ha determinado la estructura de más de cien OLH 
diferentes (Kobata, 2010). 
 
1.1.2. Glicoproteínas y glicolípidos en la leche humana. 
 
Además de oligosacáridos libres, en la leche humana se pueden encontrar 
oligosacáridos conjugados a proteínas y a lípidos. 
 
1.1.2.1. Glicoproteínas 
 
La glicosilación de proteínas es una modificación post-traduccional en donde un 
glicano es unido covalentemente a un aminoácido determinado en la estructura de una 
proteína. Existen dos tipos de glicosilación en eucariotas, N-glicosilación y O-
Enlace glicosídico Abreviatura Símbolo 
Galactosídicos Galβ1-4Glc  
Galβ1-3GlcNAc 
 
Galβ1-4GlcNAc  
N-acetil-
glucosaminídicos GlcNAcβ1-3Gal 
 
GlcNAcβ1-6Gal 
 
Fucosídicos 
Fucα1-2Gal 
 
Fucα1-3Glc 
 
Fucα1-3GlcNAc 
 
Fucα1-4GlcNAc 
 
Sialisídicos 
Siaα2-3Gal 
 
Siaα2-6Gal 
 
Siaα2-6GlcNAc 
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glicosilación. Estos glicoconjugados están involucrados en distintos procesos 
fisiológicos como por ejemplo la síntesis, plegado y secreción de proteínas, resistencia a 
proteólisis y prevención de la colonización de epitelios por patógenos (Barboza et al., 
2012; Gopal and Gill, 2000; Newburg et al., 2005; Peterson et al., 1998; Rudd et al., 
1994). En la leche humana se encuentran una gran cantidad de glicoproteínas (Tabla 1.3), 
incluyendo entre otras mucinas e inmunoglobulinas (Froehlich et al., 2010). 
 
La N-glicosilación se produce en asparaginas específicas en la secuencia Asn- 
X-Ser/Thr (Stanley et al., 2009) y siempre posee en su estructura un pentasacárido 
compuesto por Man3GlcNAc2, donde la última GlcNAc se enlaza a la asparagina 
mediante un enlace β. Este pentasacárido puede ser modificado dando lugar a las tres 
clases principales de N-glicanos: (1) alto en manosa, con ramificaciones de α-manosa; 
(2) complejo, con una fucosilación en enlace α1-6 a la GlcNAc basal unida a la 
asparagina y dos o más repeticiones de N-acetillactosamina en las posiciones 
terminales, que además pueden estar fucosiladas o sialiladas; (3) hibrido, que consiste 
en una mezcla de los dos tipos. El N-glicoma humano ha sido descrito en detalle, y en 
general, los N-glicanos de la leche humana se encuentran altamente fucosilados y en 
Fig. 1.1. (a) Estructura básica de los oligosacáridos de leche humana. (b) La lactosa 
puede ser glicosilada con lacto-N-biosa (OLH Tipo I) o N-acetillactosamina (OLH 
tipo II). La glicosilación puede generarse tanto en enlaces β1-3, como en enlaces β1-6. 
(c) La lactosa puede ser fucosilada o sialilada en diferentes enlaces, generando 
diferentes trisacáridos (Adaptado de Bode 2012). 
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mayor concentración a los encontrados en leche de vaca (Dallas et al., 2011; Nwosu et 
al., 2012).  
 
A diferencia de la anterior, la O-glicosilación se produce en residuos 
aminoacídicos de serina o treonina, sin necesidad de una secuencia consenso en los 
alrededores. Hasta la fecha se han descrito ocho estructuras, todas ellas comienzan con 
una GalNAc unida mediante enlace α al aminoácido correspondiente, pero solo cuatro 
están presentes en humanos (Brockhausen et al., 2009). En las estructuras de tipo 1 se 
une una Gal por un enlace 1,3- a la GalNAc formando el disacárido galacto-N-biosa 
(Gal-1,3-GlcNAc; GNB). Además, todas las estructuras pueden ser elongadas con 
cadenas de N-acetillactosamina y fucosa o Sia en las posiciones terminales. 
En la leche humana, la glicosilación de proteínas incrementa la resistencia de las 
proteínas a la proteólisis (van Berkel et al., 1995), contribuyendo a la excreción de 
proteínas intactas o parcialmente degradadas en las heces de niños amamantados 
(Davidson and Lonnerdal, 1987; Prentice et al., 1989). Por lo tanto, estas proteínas 
pueden transitar el tracto gastrointestinal jugando un rol en el desarrollo de la 
microbiota (Garrido et al., 2013). Las evidencias científicas indican que la microbiota 
modifica los glicoconjugados del hospedador (Hoskins et al., 1985; Variyam and 
Hoskins, 1981). Por ejemplo, ratones “Germfree” secretan las mucinas intactas en sus 
heces, mientras que animales convencionales degradan y metabolizan completamente 
Glicoproteína Peso molecular (kDa) Concentración (mg/L) 
Mucinas 200-2000 729±75 
sIgA 160 200-6200 
BSSL 120-140 100-200 
Lactoferrina 80 1000-7000 
Lactoperoxidasa 77,5 0,77±0,38 
Butirofilina 66 41±3 
Lactadherin 46 93±10 
Adiponectina 30 4-88 
β-caseina 24 4670±890 
κ-caseina 19 100-4600 
Leptina 16 0,003 
Lisozima 14,4 21±13 
α-lactoalbumina 14,2 2440±640 
Tabla 1.3. Principales glicoproteínas de la leche humana. 
sIgA, Inmunoglublina A secretada; BSSL, Lipasa inducida por sales biliares. 
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las mucinas (Corfield et al., 1992; Midtvedt et al., 1987). Además, se ha demostrado 
que bacterias aisladas tanto de niños como de adultos son capaces de deglicosidar las 
mucinas para utilizar los oligosacáridos como fuente de carbono (Derrien et al., 2010; 
Wright et al., 2000).  
Hasta la fecha se han descrito varias especies de Bacteroides (Backhed et al., 
2005; Martens et al., 2009) y Bifidobacterium (Crociani et al., 1994; Hoskins et al., 
1985; Ruas-Madiedo et al., 2008) capaces de degradar mucinas, lo cual representa una 
ventaja para estas especies que les permite sobrevivir y predominar en el tracto 
gastrointestinal de niños y adultos.  
 
1.1.2.2. Glicolípidos 
 
Los lípidos representan hasta el 5% del volumen total de la leche humana, y de 
ellos el 98% corresponden a triacilgliceroles (Jensen, 1999). De los restantes, una parte 
corresponden a glicolípidos, los cuales se encuentran asociados a membranas globulares 
presentes en la leche (Newburg and Chaturvedi, 1992). Los glicolípidos están formados por 
una cadena de ceramida unida covalentemente a uno o más monosacáridos. Los glicolípidos 
presentes en la leche pueden clasificarse en neutros, como la galactosilceramida y 
glucosilceramida (Bouhours and Bouhours, 1979), o ácidos (gangliosidos) aquellos que 
tienen Sia (Laegreid et al., 1986). Los gangliósidos más abundantes en la leche humana son 
GD3 (2-8NeuAc2-3Gal1-4Glc1-1Cer) y GM3 (NeuAc2-3Gal1-4Glc1-1Cer) (Lee 
et al., 2011). 
Los dominios glicano de los glicolípidos tienen un papel importane en la inhibición 
de la adhesión de patógenos. El primer paso para la entrada de patógenos o sus toxinas es la 
unión a los epitelios. Estos procesos suelen estar mediados por glicolípidos, motivo por el 
cual, los glicolípidos asociados a las membranas globulares lipídicas de la leche son capaces 
de prevenir la unión de bacterias, virus o toxinas al intestino (Lindberg et al., 1987; Miller-
Podraza et al., 2005; Newburg, 2009; Otnaess et al., 1983). Además se ha descrito que 
varios comensales intestinales son capaces de adherirse a  glicolípidos in vitro (Mukai et al., 
2004; Neeser et al., 2000; Stromberg et al., 1988; Yamamoto et al., 1996). 
Se han realizado algunos estudios para investigar la degradación de glicolípidos de 
la leche o de epitelios por miembros de la microbiota intestinal, y en ellos se indica que 
poseen enzimas capaces de hidrolizar gran parte de estos glicoconjugados (Larson et al., 
1988). El patrón de lípidos en heces, en modelos animales y en niños amamantados, sugiere 
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que después de establecerse, la microbiota intestinal es la responsable de la degradación de 
glicolípidos (Gustafsson et al., 1986; Midtvedt et al., 1988). Se ha descrito también la 
capacidad de algunas bifidobacterias de liberar Sia a partir de los principales gangliósidos 
de la leche humana, GD3 y GM3, sugiriendo que estas bacterias poseen sialil hidrolasas con 
especificidad para enlaces α2-8 y α2-3 (Falk et al., 1990). 
 
1.1.3. Variación interpersonal de la composición. 
 
La composición de los OLH varía de mujer a mujer y depende principalmente de 
factores genéticos relacionados con la expresión o no de ciertas glicosiltransferasas.  
 En el caso de la fucosilación de OLH, ésta puede producirse en 
diferentes tipos de enlaces, α1-2-, α1-3-, o α1-4-, y depende del genotipo materno 
respecto de los antígenos sanguíneos Lewis (Chaturvedi et al., 2001a; Johnson and 
Watkins, 1992; Kumazaki and Yoshida, 1984; Stahl et al., 2001). La enzima 
fucosiltranferasa 2 (FUT2) codificada por el gen Se cataliza la adición de Fuc en enlaces 
α1-2- en los epítopos de los antígenos sanguíneos Lewis, así como también en los OLH 
(Kumazaki and Yoshida, 1984). FUT2 se expresa en más del 70% de las mujeres 
caucásicas, y a éstas se las clasifica como “secretoras”. La leche de estas mujeres 
contiene altas concentraciones de OLH fucosilados en α1-2- como por ejemplo 
2’fucosillactosa (2’FL) o lacto-N-fucopentosa 1 (LNFP1). Las clasificadas como “no 
secretoras” no expresan FUT2, y por lo tanto la leche que producen carece de OLH 
fucosilados en α1-2.  
Otra enzima, la fucosiltransferasa 3 (FUT3) codificada por el gen Le cataliza la 
adición de Fuc en enlaces α1-3/4- (dependiendo de la estructura del OLH), y también 
puede ser inactiva en parte de la población, a ésta se la clasifica como Lewis negativa 
(Johnson and Watkins, 1992). La leche de mujeres Lewis negativas tiene una reducción 
marcada en la concentración de OLH  fucosilados en enlaces α1-3/4-. 
Dependiendo de la expresión activa de FUT2 y FUT3, las mujeres son 
clasificadas en 4 grupos distintos: 1. Secretoras Lewis positivas (FUT2 activa, FUT3 
activa), 2. Secretoras Lewis negativas (FUT2 activa, FUT3 inactiva), 3. No secretoras 
Lewis positivas (FUT2 inactiva, FUT3 activa), y 4. No secretoras Lewis negativas 
(FUT2 inactiva, FUT3 inactiva) (Fig. 1.2). La composición de los OLH presentes en la 
leche de mujeres de estos cuatro grupos diferentes varía significativamente (Chaturvedi 
et al., 2001a; Stahl et al., 2001). La clasificación de muestras de leche particulares en 
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alguno de los cuatro grupos aquí 
presentados, es sin embargo, una 
sobre simplificación de la 
verdadera complejidad de los 
OLH. Incluso en la leche de 
mujeres No secretoras Lewis 
negativas que no expresan ni 
FUT2 ni FUT3, se encuentran 
presentes fucosiloligosacáridos 
como la 3’FL o LNFP III, 
sugiriendo la existencia de otras 
enzimas FUT independientes de 
los genes Se y Le que podrían ser 
las responsables de estas 
fucosilaciones (Newburg et al., 
2005). Además, α1-2-
fucosiloligosacáridos han sido 
encontrados en la leche de mujeres no secretoras hacia el final de la lactancia, y se ha 
sugerido que la enzima FUT1 podria participar también de la fucosilación de OLH 
(Newburg et al., 2005). 
 
Por otra parte, la adición de Sia puede darse en enlaces α2-3- o α2-6-, tanto en la 
Gal terminal como en una molécula de GlcNac interna. El Sia contiene un grupo 
carboxilo, lo cual introduce una carga negativa en los OLH, y por lo tanto, los OLH 
sialilados pueden tener una o más cargas negativas dependiendo de los Sia adicionados 
a su estructura. La adición de Sia a los OLH está catalizada por varias sialiltransferasas, 
y a diferencia de los fucosiloligosacáridos, donde alguno de ellos pueden estar ausentes 
debido a la ausencia de FUT2 o FUT3, no ha sido descrito hasta el momento ningún 
caso donde haya ausencia total de sialiltransferasas con la correspondiente ausencia de 
sialiloligosacáridos. En este caso, la variación en los OLH se debe a sutiles diferencias 
en la expresión de variantes de sialiltransferasas u otras enzimas, y a transportadores 
importantes en las rutas de adición de Sia. 
 
Fig. 1.2. Fucosilación de OLH dependiente 
de FUT2 y FUT3 (Adaptado de Bode 2012). 
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Además de los factores genéticos expuestos hasta aquí, es posible que existan 
otros genes involucrados en la elongación, o ramificación de OLH que estén 
diferencialmente expresados y que conduzcan a distintos perfiles de composición de 
OLH. Factores como la edad, la dieta, el estado de salud, el uso de medicamentos y/o 
factores ambientales podrían también modificar la composición de los OLH (Bode, 
2015).  
 
1.1.4. Biosíntesis de OLH. 
 
Hasta el momento existe muy poca información sobre la biosíntesis de los OLH, 
pero debido a que todos ellos poseen lactosa en su extremo reductor, es probable que los 
OLH sean sintetizados como una extensión de la biosíntesis de la lactosa, la cual ocurre 
en el aparato de Golgi (Fig. 1.3). El proceso comienza por la activación de Glc a UDP-
Glc en el citosol, que después es convertido a UDP-Gal. Ambos, tanto Glc como UDP-
Gal son transportados posteriormente al interior del aparato de Golgi donde son 
utilizados como sustratos del complejo lactosa sintasa compuesto por dos subunidades, 
la proteína A con actividad β-1-4 galactosiltransferasa (β4GalT1), que normalmente 
transfiere el UDP-Gal a una molécula de GlcNAc durante la síntesis de 
glicoconjugados, y la proteína B (α-lactoalbúmina) expresada durante la lactancia que 
es capaz de cambiar la especificidad del aceptor de β4GalT1 de GlcNAc a Glc, dando 
como producto la síntesis de lactosa (Ramakrishnan et al., 2002). 
A partir de este punto, el proceso de elongación de los OLH está lleno de 
incógnitas. Como se ha mencionado anteriormente, la cantidad de oligosacáridos y la 
complejidad de los mismos varía mucho entre distintas especies, por lo tanto es difícil 
estudiar la regulación y el mecanismo de biosíntesis de los OLH en modelos animales. 
Por ejemplo, la leche de ratón, donde sería posible construir mutantes en las diferentes 
glicosiltransferasas para estudiar los mecanismos de biosíntesis, contiene 3’SL y 6’SL, 
pero carece de los oligosacáridos lineales, ramificados y fucosilados (Fuhrer et al., 
2010). Tampoco ha sido exitoso el intento de utilizar líneas celulares epiteliales de 
glándula mamaria, ya que en ninguno de los casos se ha conseguido ni siquiera la 
síntesis de lactosa (Bode, 2012). 
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 Se ha propuesto un modelo de elongación y ramificación que utiliza como 
ejemplo la síntesis de glicoconjugados de poly- N-acetillactosamina, en donde se 
propone que el núcleo de lactosa es extendido mediante la alternancia de N-
acetilglucosaminiltransferasas (GlcNAcT) y galactosiltransferasas (GalT) (Kobata, 
2003) (Fig.1.3). La extensión lineal o ramificación comenzarían con la adición de 
GlcNAc mediante las glicosiltransferasas β3GlcNAcT (iGnT) y β6GlcNAcT (IGnT), 
respectivamente (Fig.1.3). Estas enzimas participan en la adición de GlcNAc en las 
cadenas de azúcares de glicoconjugados y en la síntesis de OLH estarían utilizando la 
lactosa como falso aceptor debido a su similitud 
estructural. La síntesis de OLH de tipo 1 o 2 se 
produciría con la posterior adición de Gal 
mediante una β3GalT o β4GalT al residuo de 
GlcNAc (Fig. 1.3). 
La fucosilación es el proceso sobre el 
cual se tiene más conocimiento. Como se 
mencionó anteriormente en el apartado sobre 
variación de OLH entre mujeres, las principales 
enzimas que participan en este proceso son 
FUT2,  que adiciona Fuc en enlaces α1-2- a la 
Gal en el extremo no reductor, y FUT3 que 
adiciona Fuc en enlaces α1-4- a GlcNAc 
internas y preferiblemente a oligosacáridos de 
cadena tipo 1. La expresión de FUT2 y FUT3 
depende exclusivamente de los genes Se y Le 
(Chaturvedi et al., 2001a; Johnson and Watkins, 
1992; Kumazaki and Yoshida, 1984; Stahl et 
al., 2001), pero debe existir alguna otra enzima 
FUT (FUTx en la Fig. 1.3) independiente de los 
genes Se y Le responsable de la adición de Fuc 
en enlace α1-3 a la Glc del extremo reductor o 
GlcNAc internas en oligosacáridos de cadena 
tipo 2 (Bode, 2012). 
Respecto a la sialilación de OLH, existe un gran desconocimiento. Análisis 
realizados en ratones mutantes para las sialiltransferasas ST3Gal4 y ST6Gal1 mostraron 
Fig. 1.3. Biosíntesis de OLH 
(Adaptado de Bode 2012). LS: 
Lactosa sintasa. 
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que estas son responsables de la biosíntesis de 3’SL y 6’SL, respectivamente (Fuhrer et 
al., 2010), pero aún se desconoce si este proceso es similar en humanos (Fig. 1.3). Por 
otra parte, en humanos han sido identificadas seis sialiltransferasas de GalNAc 
(ST6GalNAc), pero ninguna de GlcNAc (ST6GlcNAc). En algunas líneas celulares de 
cáncer de colon se ha visto que la ST6GalNAc5 es capaz de adicionar Sia a una GlcNAc 
interna mediante un enlace α2-6 (Tsuchida et al., 2003). Este tipo de estructura está 
presente en los OLH y en el tejido del sistema nervioso central, por lo tanto una 
explicación posible es que las ST6GalNAc estarían involucradas en la sialilación de 
OLH (Fig.1.3). 
 
1.1.5. Metabolismo de OLH. 
 
Los OLH resisten el bajo pH estomacal de los niños amamantados, asi como la 
digestión in vitro por enzimas pancreáticas e intestinales (Engfer et al., 2000; Gnoth et 
al., 2000). Distintos estudios han demostrado que los OLH alcanzan la parte distal del 
intestino delgado y el colon de forma intacta y son excretados en las heces de los niños 
(Coppa et al., 2001; Chaturvedi et al., 2001b; Sabharwal et al., 1988a; Sabharwal et al., 
1984; Sabharwal et al., 1988b; Sabharwal et al., 1991). Resultados recientes 
confirmaron las observaciones originales y sugieren que existen distintas etapas durante 
los primeros meses de lactancia, donde varía el procesamiento y degradación de los 
OLH consumidos, dependiendo de la edad, grupo sanguíneo y del régimen de 
alimentación de los infantes (Albrecht et al., 2010, 2011a; Albrecht et al., 2011b). En la 
primer etapa (hasta los dos meses), los oligosacáridos encontrados en las heces de los 
niños amamantados son similares a los presentes en las leche materna que consumen. 
En una segunda etapa, comprendida entre los dos meses y el momento en que se 
introducen otros alimentos además de la leche materna, las heces contienen 
principalmente productos de degradación de los OLH, que varian en gran medida de los 
OLH presentes en las leches correspondientes. Finalmente en la tercera etapa, posterior 
a la introducción de alimentos, los OLH desaparecen completamente de las heces de los 
niños. 
También se ha demostrado que OLH intactos son excretados en la orina de niños 
prematuros alimentados con leche materna, pero no así en niños alimentados con leches 
de fórmula (Rudloff et al., 1996). Estos resultados sugieren que los OLH son absorbidos 
en el intestino alcanzando así la circulación sistémica. Años más tarde, mediante 
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experimentos in vivo utilizando marcaje con 13C, se demostró que aproximadamente el 
1% de los OLH ingeridos alcanzan la circulación sistémica y son excretados intactos en 
la orina de los infantes (Rudloff et al., 2006; Rudloff et al., 2012; Rudloff et al., 1996), 
mientras que la mayoría de OLH son metabolizados por la microbiota intestinal o son 
excretados intactos en las heces del lactante (Albrecht et al., 2010, 2011a). 
Dado que los OLH son absorbidos y alcanzan la circulación sistémica, es 
probable que lleguen a otros órganos además del intestino, incluyendo hígado, cerebro, 
sistema respiratorio y tracto urinario. Por lo tanto la función biológica de los OLH no 
debe estar restringida al intestino, sino que podrían tener un efecto pleiotrópico en el 
neonato.  
 
1.1.6. Efectos beneficiosos de los OLH. 
 
1.1.6.1. Efecto prebiótico 
 
Los prebióticos son definidos como ingredientes que producen una estimulación 
selectiva del crecimiento y/o actividad(es) de uno o de un limitado número de 
géneros/especies de microorganismos en la microbiota intestinal confiriendo beneficios para 
la salud del hospedador (Gibson et al., 2004; Roberfroid, 2007a; Roberfroid et al., 2010). 
Según esta definición, es necesario que los prebióticos resistan la acidez gástrica, la 
hidrólisis por enzimas digestivas y la absorción gastrointestinal. Estas condiciones se 
cumplen para los OLH, que a pesar de presentar un 1% de absorción, llegan intactos y 
en gran concentración al intestino delgado y colon. Originalmente los OLH fueron 
descubiertos por su función prebiótica, ya que sirven como sustrato metabólico selectivo 
de bacterias probióticas (Bode, 2012). Éstas son bacterias viables y no patogénicas que 
conforman una microbiota saludable y que administradas en cantidad suficiente pueden 
resultar beneficiosas para el hospedador, en este caso el recién nacido, más allá del 
efecto puramente nutricional (Food and Agriculture Organization of the United Nations 
& World Health Organization., 2006). Entre las especies de bifidobacterias encontradas 
comúnmente en niños alimentados con leche materna se encuentran, Bifidobacterium 
longum subespecie longum, Bifidobacterium bifidum, B. longum subespecie infantis y 
Bifidobacterium breve. Las dos últimas son capaces de consumir tanto oligosacáridos de 
cadena tipo 1 como de cadena tipo 2 (Asakuma et al., 2011; LoCascio et al., 2007; 
Marcobal et al., 2010), mientras que las otras dos especies, B. longum subespecie 
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longum y B. bifidum, solo consumen lacto-N-tetraosa (LNT) pero no lacto-N-
neotetraosa (LNnT). La secuenciación del genoma de B. infantis mostró que posee un 
cluster de genes que controla la expresión de glicosidasas específicas, transportadores 
de azúcares y proteínas de unión a glicanos, implicados en la utilización de OLH (Sela 
et al., 2008). La cepa B. infantis JCM1222 también fue capaz de utilizar los 
oligosacáridos LNT y LNnT mono y di fucosilados, y los disacáridos y monosacáridos 
producto de degradación de los OLH (Asakuma et al., 2011).  
A diferencia de B. infantis que expresa glicosidasas intracelulares (Garrido et al., 
2012; Sela, 2011; Sela et al., 2012) y depende de sus transportadores ABC para la 
internalización correspondiente, B. bifidum expresa glicosidasas extracelulares. Éstas 
liberan componentes de los OLH que pueden ser transportados y consumidos por B. 
bifidum o por otras bacterias, contribuyendo así a determinar la microbiota intestinal.  
La mayor parte de la información obtenida sobre el efecto prebiótico de los OLH 
proviene de estudios de fermentación in vitro (Asakuma et al., 2011; LoCascio et al., 
2007; Marcobal et al., 2010), aunque también hay un estudio en ratones “germ-free” 
que demostró que la LNnT otorga una ventaja significativa al crecimiento de B. infantis 
sobre Bacteroides thetaiotaomicron (Marcobal et al., 2011). Los ratones fueron co-
inoculados con ambas especies, la abundancia relativa de B. infantis fue solo del 2%, 
mientras que este valor se incrementó al 40% después de introducir LNnT en el agua 
disponible para los ratones. Estos resultados coinciden con el hecho de que in vitro B. 
infantis utiliza LNnT mientras que B. thetaiotaomicron no lo metaboliza (Marcobal et 
al., 2011). 
El aumento y prevalencia de bacterias probióticas en el tracto gastrointestinal de 
los niños mediada por los OLH, podría evitar el establecimiento de bacterias 
potencialmente patógenas, ya que se encuentran compitiendo por una cantidad de 
recursos limitados (Fig. 1.4A).  Además, determinadas cepas probióticas producen 
ácidos grasos de cadena corta y otros metabolitos que contribuyen a crear un ambiente 
favorable al crecimiento de comensales sobre patógenos potenciales (Gibson and Wang, 
1994). 
 
1.1.6.2. Efecto antiadhesina 
 
En la actualidad las evidencias científicas sugieren que los OLH, además de 
contribuir indirectamente a evitar el establecimiento de patógenos intestinales debido al 
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efecto prebiótico, el cual otorga una ventaja competitiva a bacterias probióticas, también 
son capaces de disminuir directamente las infecciones microbianas debido a su 
capacidad de actuar como antiadhesinas microbianas (Kunz et al., 2000; Newburg et al., 
2005). Muchos patógenos intestinales, ya sean virales, bacterianos o protozoos, 
necesitan adherirse a las superficies mucosas para colonizar o invadir al hospedador. A 
menudo, la adhesión de estos patógenos está mediada por interacciones lectinas-
glicanos, por ejemplo Escherichia coli con fimbrias del tipo 1 se une a glicanos que 
contienen manosa, mientras que E. coli con fimbrias del tipo S y Helicobacter pylori se 
unen a glicanos que contienen Sia (Firon et al., 1983; Parkkinen et al., 1983). Del 
mismo modo, han sido descritos mecanismos de adhesión mediados por glicanos tanto 
en norovirus como en rotavirus (Hu et al., 2012), los principales causantes de diarreas 
severas infantiles y responsables de la muerte de medio millón de niños al año (Tate et 
al., 2012). 
Los OLH poseen una similitud estructural con los receptores que utilizan los 
patógenos para adherirse al epitelio gastrointestinal, por lo tanto compiten con ellos e 
inhiben, la adhesión de estos patógenos a las mucosas (Fig. 1.4B), disminuyendo así el 
riesgo de infección (Gustafsson et al., 2006; Simon et al., 1997). Así por ejemplo la 
3’sialil lactosa (3’SL) inhibe la adhesión de H. pylori a células epiteliales en cultivos in 
vitro y reduce la colonización por esta bacteria en monos rhesus (Mysore et al., 1999). 
El efecto antiadhesina de los OLH se ha descrito ampliamente en Camplobacter 
jejuni, esta bacteria se une a cultivos celulares de epitelio vía antígenos H del tipo 2, 
formados por glicanos fucosilados con enlaces α1-2- (Ruiz-Palacios et al., 2003). La 
adicción de OLH α1-2-fucosilados bloquea la unión de C. jejuni tanto en cultivos 
celulares como en explantes de mucosa humana, y reduce la colonización de esta 
bacteria en ratones. El efecto beneficioso de los OLH α1-2-fucosilados en la reducción 
de episodios diarreicos asociados a C. jejuni fue confirmado en un estudio con casi 100 
pares de madre-niño de un barrio de Ciudad de Mexico (Morrow et al., 2004). La 
diarrea asociada a esta bacteria fue significativamente menor en los niños cuyas madres 
presentan altas concentraciones de 2’FL en su leche. Del mismo modo, diarreas 
producidas por calicivirus ocurren con menos frecuencia en niños cuyas madres 
presentan altas concentraciones de lacto-N-difucohexaosa I, otro OLH α1-2-fucosilado, 
en su leche. También se ha demostrado la capacidad de OLH α1–2-fucosilados de 
inhibir la adherencia de Salmonella entérica serotipo Typhimurium a células Caco-2 
(Chessa et al., 2009). 
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Este efecto antiadhesina no está limitado a microorganismos. Los OLH también 
son capaces de unirse a toxinas producidas por microorganismos patógenos. Este es el 
caso de las toxinas A y B de Clostridium difficile, una bacteria anaerobia estricta, gram 
positiva y esporulante, responsable de una variedad de enfermedades gastrointestinales 
mediadas por toxinas, que pueden ir desde una diarrea asociada a antibióticos hasta una 
colitis pseudomembranosa (Bartlett, 2008; Kelly and LaMont, 1998).  C. difficile 
produce 6 toxinas diferentes, sin embargo, las dos principales son las toxinas A y B. 
Estas toxinas poseen dominios de interacción con sus glicanos receptores, y al ser 
ensayados contra un panel de 21 OLH diferentes, se encontró que el dominio de la 
toxina A unía 8 de ellos, y el de la B unía 11, siendo 5 de ellos comunes a las dos 
toxinas. Es interesante remarcar que la mayoría de estos oligosacáridos se unen a las 
toxinas con una mayor afinidad que la del único receptor natural conocido hasta la fecha 
(El-Hawiet et al., 2011). 
Algunos microorganismos, en lugar de expresar lectinas que se unen a glicanos 
del hospedador, expresan glicanos que se unen a lectinas del hospedador. Este es el caso 
de la glicoproteína de envoltura gp120, la cual facilita la unión del virus de la 
inmunodeficiencia humana (HIV) a células dendríticas (CD) específicas que se 
encuentran en las superficies mucosas (Su et al., 2003; van Kooyk and Geijtenbeek, 
2003; Wu and KewalRamani, 2006). La interacción entre gp120 y las CD es importante 
para que el HIV entre a través de las barreras mucosas durante la transmisión madre-
hijo del HIV. Las CD se unen a los glicanos ricos en manosa de la gp120 (Doores et al., 
2010; Zhu et al., 2000), pero tienen más afinidad por los antígenos sanguíneos Lewis 
(Naarding et al., 2005; van Liempt et al., 2006). Los OLH tienen en su estructura estos 
antígenos, y se ha visto en estudios in vitro que compiten con la gp120 en la unión de 
las CD (Hong et al., 2009). En la superficie de mucosas de niños alimentados con leche 
materna, hay presentes altas concentraciones de OLH, los cuales podrían bloquear la 
entrada del HIV vía las CD, esto explicaría porque la transmisión madre-hijo en niños 
alimentados con leche materna es ineficiente, dando como resultado un 80%-90% de 
niños no infectados a pesar de la continua exposición al virus en la leche (Bode, 2012; 
Coutsoudis et al., 2004). 
La actividad antiadhesina también puede aplicarse a algunos parásitos 
protozoarios como Entamoeba histolytica, causante de disentería amebiana o absceso 
amebiano de hígado (Pritt and Clark, 2008). Este protozoo causa más de 100.000 
muertes anuales y es la tercera causa de muerte por enfermedades parasitarias trás la 
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malaria y la esquitosomiasis. La invasión de este protozoo requiere de la adhesión a la 
mucosa colónica del hospedador, para ello utiliza uno de sus principales factores de 
virulencia, la lectina Gal/GalNAc (Cano-Mancera and Lopez-Revilla, 1987; Saffer and 
Petri, 1991a, b), y si esto no ocurre, el parasito es excretado en las heces sin causar 
enfermedad. Estudios in vitro de co-cultivo de líneas celulares de epitelio intestinal y E. 
histolytica con OLH, han demostrado que algunos OLH reducen significativamente la 
adhesión y la citotoxixidad de este protozoo (Jantscher-Krenn et al., 2012a). Al 
contrario de lo que ocurre en C. jejuni, los OLH α1-2-fucosilados no tienen ningún 
efecto en la adhesión o citotoxicidad de E. histolytica, sugiriendo que los OLH 
importantes en este efecto serían los no fucosilados. Al contrario de lo que ocurre con 
azúcares como la lactosa o la galactosa por los que tiene alta afinidad la lectina 
Gal/GalNAc (Cano-Mancera and Lopez-Revilla, 1987; Ravdin and Guerrant, 1981), los 
OLH son capaces de llegar intactos al colon, sitio donde se produce la infección. Esto 
explicaría porque los niños alimentados con leche materna poseen menor riesgo de 
infección por E. histolytica que los niños alimentados con leche de fórmula (Islam et al., 
1988). 
El efecto antiadhesina antimicrobiano puede no estar limitado a infecciones del 
tracto intestinal. La leche materna suele cubrir la superficie mucosa nasofaríngea e 
incluso puede alcanzar el sistema respiratorio superior debido a las aspiraciones. Los 
niños alimentados con leche materna son menos propensos a desarrollar otitis causada 
por Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa o Haemophilus influenzae, y 
también tienen menos riesgo de infectarse con el virus sincitial respiratorio (RSV) 
(Abrahams and Labbok, 2011; Downham et al., 1976). Todos estos patógenos utilizan 
lectinas para interaccionar con glicanos e iniciar la infección, y los OLH han 
demostrado in vitro la capacidad de inhibir su adhesión (Andersson et al., 1986; Devaraj 
et al., 1994; Lesman-Movshovich et al., 2003; Malhotra et al., 2003). Del mismo modo, 
una fracción de los OLH son absorbidos y excretados en la orina, y son capaces de 
reducir la hemaglutinación uropatogénica inducida por E. coli (Martin-Sosa et al., 
2002), sugiriendo que también tienen un efecto sobre infecciones del tracto urinario. 
 
1.1.6.3. Efecto antimicrobiano 
 
Además del efecto prebiótico y del efecto antiadhesina frente a patógenos 
intestinales, recientemente se ha visto que los OLH poseen también la capacidad de 
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actuar directamente sobre algunos microorganismos como agentes antimicrobianos. 
Streptococcus agalacticae (Streptococcus del grupo B; GBS) es uno de los principales 
patógenos neonatales y afecta a 1 de cada 2000 niños en Estados Unidos. 
Aproximadamente un 15-40% de las mujeres embarazadas están colonizadas por GBS 
en el tracto gastrointestinal o genital (Anthony et al., 1981; Campbell et al., 2000), más 
de la mitad de esos embarazos derivan en abortos involuntarios, y entre el 16-53% de 
las madres colonizadas podrían transmitir la bacteria a sus bebes durante el parto 
(Phares et al., 2008). Los bebes infectados pueden desarrollar sepsis, neunomía y 
meningitis. Se ha visto que GBS no es capaz de proliferar en presencia de un grupo 
específico de OLH no sialilados (Bode, 2015). A través del uso de librerías de 
transposones de GBS se identificó una cepa mutante inmune al efecto bacteriostático de 
los OLH. Esta cepa carece de una glicosiltransferasa, la cual según estudios in vitro 
incorpora OLH específicos a la membrana celular, deteniendo la proliferación de la 
bacteria de forma similar a algunos de los antibióticos comerciales (Bode, 2015). 
Otro caso descrito para este tipo de efecto es frente al patógeno fúngico Candida 
albicans. Esta levadura coloniza el intestino de niños recién nacidos, es la principal 
causante de enfermedades invasivas fúngicas en niños prematuros, y está asociada a 
enfermedades como la enterocolitis necrotizante (NEC) y perforación intestinal (Coates 
et al., 2005; Ragouilliaux et al., 2007). El tratamiento con OLH reduce 
significativamente y en forma dosis dependiente, la invasión por C. albicans de células 
epiteliales de intestino de niños prematuros (pIECs) (Gonia et al., 2015). Nuevamente 
en este caso el efecto no se relaciona con una inhibición directa en la interacción 
patógeno-hospedador, sino que el efecto producido es la alteración de la morfogénesis y 
un retraso en el desarrollo de las hifas, el cual deriva en una mayor dificultad del 
patógeno de adherirse e invadir al hospedador. 
Estos efectos abrirían las puertas al desarrollo de nuevas moléculas 
antimicrobianas basadas en compuestos naturales como los OLH para hacer frente a la 
creciente resistencia a antibióticos, tanto de patógenos obligados como de patógenos 
oportunistas. 
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1.1.6.4. Efecto modulador de la respuesta celular del 
epitelio intestinal 
 
La presencia de 3’sialil-lactosa en cultivos de células de epitelio intestinal 
reprime la expresión de los genes que codifican para las sialiltransferasas ST3Gal1, 
ST3Gal2 y ST3Gal4, lo cual disminuye la α2-3- y la α2-6- sialidación de los glicanos de 
la superficie celular (Angeloni et al., 2005). Como consecuencia de este proceso, 
algunas cepas enteropatógenas de E. coli reducen significativamente su unión al epitelio 
intestinal, ya que utilizan sialilglicanos de la superficie celular para adherirse al epitelio 
intestinal del hospedador (Fig. 1.4C). Aunque aún es necesario analizar si esto ocurre in 
vivo y si puede traducirse en algún tipo de tratamiento para contribuir a detener 
infecciones en neonatos, fue la primera prueba de que los OLH son capaces de afectar 
directamente el epitelio celular intestinal, induciendo un cambio en la expresión génica 
y modulando una respuesta celular. 
Otros estudios han demostrado que los OLH son capaces de modular el 
crecimiento celular e inducir diferenciación y apoptosis en cultivos de líneas celulares 
de epitelio intestinal humanas, alterando la expresión de genes relacionados con el ciclo 
celular (Kuntz et al., 2009; Kuntz et al., 2008). Se ha sugerido que el receptor del factor 
de crecimiento epidérmico (EGFR) y la señalización via Raf/Raf/ERK podrían estar 
involucrados en esos procesos (Kuntz et al., 2009), pero se desconoce todavía como se 
produce la interacción entre los OLH y estos componentes de vías de señalización 
celular. 
 
1.1.6.5. Efecto inmunomodulador 
 
Los OLH generan cambios en la microbiota intestinal y en la respuesta celular 
del epitelio intestinal, lo cual puede afectar de forma indirecta el sistema inmune de los 
recién nacidos, además, estudios in vitro sugieren que también modulan directamente el 
sistema inmune. Los OLH podrían actuar tanto de forma local en células linfoides 
asociadas a mucosas o a nivel sistémico debido al 1% que es absorbido y alcanza la 
circulación sistémica (Gnoth et al., 2001; Rudloff et al., 2006; Rudloff et al., 2012). El 
tratamiento de linfocitos T extraídos de cordón umbilical con OLH sialilados resultó en 
un aumento en el número de linfocitos CD4+/CD3+ y CD3+/CD8+ productores de 
interferón-γ, y linfocitos CD3+/CD8+ productores de IL-13, (Eiwegger et al., 2004). Se 
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ha sugerido que estos OLH influyen en la maduración de los linfocitos promoviendo 
una cambio de respuesta T hacia una proporción Th1/Th2 más equilibrada (Fig. 1.4D). 
Por otra parte, se ha observado que OLH sialilados reducen la producción de IL-4 en un 
subconjunto de linfocitos de pacientes con alergia al cacahuete, lo que llevó a la 
conclusión de que ciertos OLH contribuyen a la prevención de alergias (Eiwegger et al., 
2010). Igualmente, en un estudio reciente en el cual se utilizó una combinación de 
oligosacáridos (estructuralmente similares a los de la leche humana) y probióticos, tanto 
en un modelo murino de alergia a leche de vaca, como en el tratamiento de niños con 
dermatitis atópica, se demostró la capacidad de ese suplemento de aumentar los niveles 
de galectina 9, lo cual fue asociado con la prevención de los síntomas de alergias (de 
Kivit et al., 2012). 
La función inmunomoduladora de los OLH fucosilados se centra en la lacto-N-
fucopentosa III (LNFP III), la cual ha mostrado funciones inmunosupresivas activando 
la secreción de citoquinas anti inflamatorias e inhibiendo la proliferación de linfocitos T 
CD4+ naive (Terrazas et al., 2001). Además, la LNFP III estimula la actividad de 
macrófagos in vitro de forma múltiple, incrementando la secreción de prostaglandina 
E2, IL-10 y TNFα, y confiriendo la capacidad de activar células natural killer (NK) 
(Atochina and Harn, 2005). Para los OLH que contienen antígenos Lewis también se ha 
demostrado un efecto en la reducción de las interacciones célula-célula mediadas por 
selectinas (Bode et al., 2004a; Bode et al., 2004b). 
Por otra parte, los OLH sialilados también son capaces de reducir el “rolling” y 
la adhesion de leucocitos de forma dosis dependiente (Fig. 1.4E). La 3’SL y 3’sialil-
3’fucosillactosa fueron identificadas como los compuestos clave y se sugiere que 
contribuyen a un menor número de enfermedades inflamatorias en niños alimentados 
con leche materna (Bode et al., 2004a). Del mismo modo, OLH sialilados reducen la 
formación de complejos neutrófilo-plaqueta (PNC) y la activación de neutrófilos en un 
modelo ex vivo con sangre humana (Bode et al., 2004b). El conjunto de estos datos nos 
indicaría que estos OLH sialilados podrían estar interaccionando con selectinas, una 
familia de lectinas involucradas en estos procesos. 
A pesar de que toda esta evidencia sugiere que los OLH poseen un rol 
inmunomodulador en el desarrollo del sistema inmune de los neonatos, hasta el 
momento se han hecho pocos análisis sobre los efectos de los OLH sobre células del 
sistema inmune aisladas de neonatos. En este sentido, se ha analizado el efecto ex vivo 
del tratamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) aisladas de 
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neonatos de cerdo, con distintos OLH particulares, con mezclas definidas de OLH y con 
mezclas complejas purificadas de leche humana (Comstock et al., 2014). Los resultados 
mostraron que las PBMC estimuladas con mezclas complejas purificadas de leche 
humana producían más IL10 que células sin estimular, y que PBMC estimuladas con 
fucosiloligosacáridos proliferaban menos que células sin estimular. En el mismo estudio 
también se analizó si había cambios en el fenotipo de linfoticos T, al co-estimular las 
PBMC con los OLH y con fitohemaglutinina (PHA) o lipopolisacárido (LPS). Las 
PBMC co-estimuladas con PHA y mezclas complejas purificadas de leche humana 
proliferaron más que las células estimuladas únicamente con PHA. Del mismo modo, 
las PBMC co-estimuladas con LPS y sialiloligosacáridos proliferaron más y presentaron 
menos linfocitos T CD4+. Esta reducción en la población de linfocitos T “helper” indica 
un cambio en el balance de la respuesta T hacia funciones efectoras, y junto con el 
aumento en la proliferación sugiere una mejor inmunocompetencia (Comstock et al., 
2014). 
 
Al igual que en el caso de la modulación de la respuesta celular del epitelio 
intestinal, actualmente se desconoce que receptores o que vías de señalización 
participan en la transducción de la señal mediada por los OLH, tanto en la producción 
de citoquinas porlos linfocitos como en la estimulación de los macrófagos. Muchas 
lectinas participan en las respuestas del sistema inmune y la especificidad de unión a 
glicanos sugiere que los OLH podrían interferir en este proceso. Por ejemplo, las 
“siglecs” (lectinas del tipo Ig que unen Sia), son receptores de la superficie celular, 
miembros de la superfamilia de inmunoglobulinas que reconocen Sia. Estas lectinas 
participan en el sistema inmune de diversas formas y se ha demostrado que unen OLH 
sialilados (Crocker et al., 2007). Por otra parte, las galectinas son lectinas que unen β-
galactosidos y que modulan la respuesta inmune (Rabinovich et al., 2002). Los OLH 
son β-galactosidos que generalmente poseen galactosa unida por enlaces β1-3- y β1-4- 
en su extremo no reductor, y por lo tanto podrían participar en vías de señalización 
mediadas por galectinas.  
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1.1.6.6. Efecto protector frente a la enterocolitis 
necrotizante 
 
Otro efecto beneficioso asociado a los OLH es la protección natural frente a la 
enterocolitis necrotizante. Esta enfermedad es la principal causa de muerte en niños 
prematuros (Holman et al., 1997; Neu and Walker, 2011; Uauy et al., 1991), y además 
desarrollan esta enfermedad entre un 5% y un 10% de los niños nacidos con un peso 
inferior a 1,5 Kg (Holman et al., 2006). Se ha observado que los bebés alimentados con 
leche materna tienen un riesgo entre 6 y 10 veces menor de desarrollar esta enfermedad, 
en comparación con los bebés alimentados con fórmula (Lucas and Cole, 1990; 
Schanler et al., 2005; Sisk et al., 2007). Esto ha llevado a formular la hipótesis de que 
los OLH contribuyen a los efectos protectores de la lactancia materna frente a la 
enterocolitis necrotizante. En virtud de la escasa disponibilidad de OLH, la 
comprobación de esta teoría in vivo en un modelo humano es dificil, aunque la 
utilización de OLH en un modelo murino confirma esa hipótesis (Jantscher-Krenn et al., 
2012b; Lucas and Cole, 1990). En este último trabajo fue identificado un único OLH, la 
disialil-lacto-N-tetraosa (DSLNT), responsable del efecto protector, lo cual sugiere una 
alta especificidad de estructura mediada por algún receptor del hospedador. 
 
1.1.6.7. Efecto sobre el desarrollo cerebral 
 
Los niños alimentados con leche materna tienen marcadores de desarrollo 
superiores a los 18 meses de vida, y un IQ más alto a los 7 años de edad, que aquellos 
alimentados con leche de fórmula (Lucas and Cole, 1990; Lucas et al., 1990) (Fig. 
1.4F). La evidencia sugiere que el desarrollo cerebral y cognitivo depende en parte de 
gangliosidos que contienen Sia y glicoproteínas con poly-Sia (Wang, 2009). Las 
concentraciones de Sia en el cerebro aumentan a más del doble entre algunos meses 
previos y algunos años después del nacimiento (Svennerholm et al., 1989). Estudios 
hechos en animales sugieren que el Sia aportado en la dieta es un nutriente esencial 
debido a la gran demanda provocada por el desarrollo cerebral que existe durante la 
etapa pre y postnatal (Carlson and House, 1986; Wang et al., 2007a). Por ejemplo, se ha 
observado un aumento en el aprendizaje y la memoria en cochinillos al suplementar la 
leche que consumen con glico-macropéptidos de caseína sialilados (Wang et al., 2007a). 
La leche humana es una fuente rica en Sia (Wang et al., 2001), y análisis post mortem 
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de neonatos humanos han mostrado que existen concentraciones más altas de 
gangliosidos y proteínas sialiladas en los cerebros de niños alimentados con leche 
materna, comparado con niños alimentados con leche de fórmula, la cual contiene 
menos cantidad de Sia que la leche materna humana (Wang et al. 2001).  
Los OLH sialilados representan la mayor parte del Sia presente en la leche 
materna humana. La cantidad de Sia aportado por los OLH es de 2 a 3 veces mayor que 
el aportado por glicoproteínas, mientras que el Sia aportado por los glicolípidos solo 
representa el 1% del total aportado por la leche humana (Wang et al. 2001).  
 
1.1.6.8. Efectos sobre la madre 
 
Además de los beneficios potenciales enumerados para los OLH relacionados 
con el lactante, se ha sugerido también que los OLH podrían tener un efecto sobre la 
madre del lactante, y los mecanismos serian similares. La leche humana no es estéril, 
posee comunidades bacterianas complejas y particulares a cada madre (Hunt et al., 
2011; Martin et al., 2007). Estas bacterias pueden considerarse como los probióticos 
naturales utilizados para inocular la microbiota intestinal del lactante, pero también 
pueden considerarse como potenciales comensales que modulen la composición de la 
leche o a patógenos causantes de mastitis. Los OLH pueden influir en las comunidades 
bacterianas tanto de la leche como de la glándula mamaria ya sea con su efecto 
prebiótico, antiadhesina, antimicrobiano, o directamente modulando la respuesta celular 
del epitelio de la glándula mamaria o la respuesta inmune local, de forma similar a lo 
que ocurre en el neonato. Por ejemplo, uno de los microorganismos principales 
causantes de mastitis, definida como la inflamación de la mama asociada a 
enrojecimiento, lactancia dolorosa y en ocasiones fiebre, son bacterias del género 
Staphylococcus (Barbosa-Cesnik et al., 2003; Delgado et al., 2009). Algunas cepas de 
este género se unen a 2’FL en un ensayo basado en un biosensor (Lane et al., 2011), 
pero aún se desconoce como la 2’FL u otro OLH interacciona con cepas de 
Staphylococcus reduciendo o incrementando el riesgo de mastitis.  
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Fig. 1.4. Efectos benéficos de los OLH: A) Efecto prebiótico. B) Efecto antiadhesina. C) Modulación de 
la respuesta cellular de epitelio intestinal. D) Efecto inmunomodulador. E) Reducción de las 
interacciones célula-célula mediadas por selectinas y reducción del “rolling” de leucocitos en células 
endoteliales. F) Aporte de nutrientes esenciales para el desarrollo cerebral y cognitivo (Adaptado de 
Bode 2012). 
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1.1.7. Oligosacáridos en leches de otros mamíferos y leches de 
fórmula. 
 
La leche de animales de granja como la vaca, cabra, oveja y cerdo, contiene 
oligosacáridos pero éstos se encuentran en concentraciones entre 100 y 1000 veces 
menores, y son estructuralmente menos complejos que los presentes en la leche humana. 
Aquella leche no contiene oligosacáridos del tipo 1, que son los más abundantes en la 
leche humana, y muy pocos oligosacáridos se encuentran fucosilados, alrededor del 1%, 
en comparación al 50-80% de fucosilación en los OLH (Nakajima et al., 2006; Saito et 
al., 1984; Saito et al., 1981; Tao et al., 2010; Urashima et al., 1991). Dado que las 
fórmulas infantiles se basan en leche bovina, la cantidad, proporción y tipo de 
oligosacáridos es muy diferente a la de la leche humana. Como alternativa para intentar 
simular los múltiples beneficios de los OLH, las leches de fórmula se suplementan con 
galactooligosacáridos (GOS) y fructooligosacáridos (FOS). 
Los GOS son oligómeros de galactosa con un alto grado de polimerización, 
entre 3 y 10 unidades, y son sintetizados a partir de lactosa mediante una 
transglicosidación enzimática utilizando β-galactosidasas aisladas de levaduras o 
bacterias (Fransen et al., 1998). Dependiendo del origen de la enzima, los GOS 
contienen enlaces β1-4 y β1-6, y también   β1-2 o β1-3, dando como resultado una 
variedad diferente de isómeros estructurales (Coulier et al., 2009). 
Los FOS son oligómeros de fructosa mayormente con enlace β2-1, y 
generalmente se obtienen de plantas de la familia Asteraceae como la achicoria 
(Roberfroid, 2005, 2007b). El grado de polimerización varía entre 2 y 60, y 
generalmente contienen glucosa en el extremo reductor. Los FOS se producen a partir 
de inulina utilizando una endoinulinasa que corta los polímeros en oligómeros más 
pequeños, con o sin glucosa en el extremo reductor (Cho et al., 2001; Park and Yun, 
2001). También pueden ser sintetizados mediante transfructosilación utilizando β-
fructosidasas de levaduras o bacterias y sacarosa como sustrato (Lafraya et al., 2011; 
Tian et al., 2011). Estos FOS sintéticos generalmente poseen glucosa en el extremo 
reductor y su grado de polimerización es menor a 5. 
Es importante remarcar que FOS y GOS no se encuentran de forma natural en la 
leche humana, de hecho, el monómero fructosa ni siquiera está presente en la leche 
humana. Por otro lado, ninguno de los dos, ni FOS ni GOS se encuentran fucosilados o 
sialilados. A pesar de las diferencias estructurales con los OLH, el consumo de FOS y 
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GOS también influencia la composición de la microbiota gastrointestinal de los niños y 
otorga beneficios ampliamente estudiados (Boehm and Moro, 2008; Macfarlane et al., 
2008; Rijnierse et al., 2011; Seifert and Watzl, 2007).  
Una mezcla definida de GOS y FOS reduce la incidencia de dermatitis atópica 
durante los primeros seis meses de vida (Moro et al., 2006), y manifestaciones alérgicas 
e infecciones durante los primeros dos años de vida (Arslanoglu et al., 2008). Los 
efectos a largo plazo ya sean beneficiosos o perjudiciales, de alimentar a los niños con 
cantidades significativas de estos oligosacáridos que no se encuentran de forma natural 
en la leche humana, aún deben ser investigados. 
 
1.1.8. Producción de OLH 
 
Para confirmar las evidencias descritas de los beneficios de los OLH es 
necesario disponer de una cantidad adecuada de OLH específicos. La fuente natural 
para obtenerlos sería la purificación a partir de la leche humana, pero esto no es posible 
a gran escala, por lo tanto, es necesario el desarrollo de procesos que permitan sintetizar 
OLH. Los avances en la síntesis química y enzimática de carbohidratos, ha permitido 
recientemente la producción de algunos OLH en cantidades suficientes como para 
impulsar ensayos preclínicos, y eventualmente conseguir realizar el primer ensayo 
clínico (Bode 2012). 
 
1.1.8.1. Síntesis química de OLH 
 
La primera alternativa para sintetizar OLH fue la síntesis química. A través de 
este tipo de procesos se ha logrado producir más de 15 OLH de hasta 11 monosacáridos, 
entre los cuales se encuentran la 2’FL, 3’FL, LDFT (Fernandez-Mayoralas, 1986), LNT 
(Aly et al., 1999; Hsu et al., 2012; Takamura, 1980), LNnT (Aly et al. 1999; Hsu et al. 
2012; Takamura et al., 1980; (Aly, 2000), LNFP I (Hsu et al. 2012; Takamura et al., 
1980; Aly et al. 2000; (Manzoni, 1998), LNFP II (Manzoni et al. 1998; (Lay, 1998; 
Love and Seeberger, 2005; Zhang, 1999), LNnH (Takamura et al. 1981), DF-LNH II y 
DF-LNnH (Kim et al., 2001; Lee et al., 2006). Los principales problemas de este tipo de 
síntesis es que para lograr el tipo de enlace deseado es necesario realizar múltiples pasos 
de protección y desprotección, y posteriormente para la purificación de los compuestos 
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es necesario múltiples pasos cromatográficos. Estos múltiples pasos reducen el 
rendimiento y la productividad, resultando en un proceso largo, tedioso, y caro. 
El desarrollo de procesos automáticos en fase sólida para la síntesis de 
oligosacáridos ha mejorado la eficiencia y sobre todo la velocidad de síntesis (Plante et 
al., 2001). Por ejemplo, la síntesis de oligosacáridos complejos como los antígenos 
Lewis X-Lewis Y, que normalmente requerían más de un año utilizando fase líquida, 
ahora puede completarse en un día mediante procesos en fase sólida automatizados 
(Routenberg Love and Seeberger, 2004; Seeberger and Werz, 2005). 
 Sin embargo, a pesar de las mejoras en los métodos químicos, aun no es posible 
trasladarlos a una escala industrial debido a los bajos rendimientos y al uso de múltiples 
agentes químicos tóxicos no aptos para el uso en la industria alimentaria. 
 
1.1.8.2. Síntesis enzimática de OLH 
 
1.1.8.2.1. Glicosiltransferasas 
 
La segunda alternativa ha sido la síntesis enzimática. Con estos métodos se han 
logrado sintetizar varios OLH, principalmente aquellos de estructura simple (Han et al., 
2012). Dentro de la síntesis enzimática podemos encontrar diferentes alternativas. La 
primera es la utilización de glicosiltransferasas que llevan a cabo la biosíntesis de OLH. 
Se han caracterizado numerosas glicosiltransferasas de mamíferos y se han purificado 
también glicosiltransferasas de la leche humana, sin embargo la aplicación de estas 
enzimas en una escala comercial está limitada por la dificultad de obtenerlas en grandes 
cantidades a un coste bajo. Una opción que permite evitar este problema es la 
utilización de glicosiltransferasas bacterianas. Estas enzimas son utilizadas por las 
bacterias para la síntesis de distintos lipopolisacáridos o polisacáridos, algunos de los 
cuales poseen una estructura similar a la de los OLH (Monteiro et al., 1998; Smith et 
al., 1995). La gran distribución de este último tipo de glicosiltransferasas y la capacidad 
de  generar enzimas recombinantes ha hecho que éstas sean cada vez más utilizadas para 
sintetizar OLH en procesos enzimáticos, quimio enzimáticos e incluso en sistemas vivos 
de células enteras (Chen et al., 2000; Chen and Varki, 2010).  
A lo largo del tiempo la síntesis con glicosiltransferasas ha ido mejorándo 
progresivamente. Los primeros métodos enzimáticos con este tipo de enzimas 
necesitaban de sustratos caros como los azúcares nucleótidos, más tarde se han 
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desarrollado las reacciones con ciclos de regeneración in situ de los sustratos donadores 
(Ichikawa et al., 1992; Tsai et al., 2013). Actualmente se utilizan también sistemas 
multi enzima (OPME), en éstas se utiliza una única mezcla de enzimas para lograr la 
elongación de un oligosacárido a partir de monosacáridos, éstos son transformados en 
azúcares nucleótidos, los cuales son transferidos por una glicosiltransferasa al aceptor 
correspondiente, con o sin la formación de azúcares fosfato intermediarios (Yu et al., 
2012; Yu et al., 2014). Distintos sistemas OPME pueden usarse de forma secuencial 
para añadir distintos monosacáridos y producir oligosacáridos más complejos. Estos 
procesos tienen una mayor eficiencia, pero al utilizarse distintas enzimas 
simultáneamente, las reacciones enzimáticas son difíciles de controlar. Por otra parte, la 
mayoría de las glicosiltransferasas bacterianas son aisladas de microorganismos 
patógenos, lo cual sigue siendo un problema para la industria alimentaria. La 
caracterización de nuevas glicosiltransferasas y nuevas enzimas mutantes con buenos 
niveles de expresión en E. coli, buena solubilidad, estabilidad y actividad es clave para 
continuar mejorando este tipo de reacciones. En los últimos años se ha logrado un gran 
progreso identificando glicosiltransferasas mutantes con propiedades mejoradas, esto ha 
sido producto del diseño racional de mutantes basado en la estructura de las enzimas, y 
de la evolución directa acoplada a métodos de “high throughput screening” (Yu et al. 
2012, 2014). 
 
1.1.8.2.2. Glicosidasas 
 
Otra alternativa dentro de la síntesis enzimática de OLH es el uso de glicosil-
hidrolasas (glicosidasas). Mediante la utilización de estas enzimas se ha conseguido 
sintetizar algunos di o trisacáridos como la N-acetillactosamina (Bridiau and Maugard, 
2011), fucosil-α-1,3-N-acetilglucosamina, fucosil-α-1,6-N-acetilglucosamina 
(Rodriguez-Diaz et al., 2013), 3’SL (Michalak, 2014) y galactosil sucralosa (Lu et al, 
2012). La utilizacíon de glicosidasas presenta algunos inconvenientes, pero también 
algunas ventajas respecto a las glicosiltransferasas. Así, las primeras tienen poca 
regioselectividad, resultando en la síntesis de varios isómeros, mientras que las glicosil 
transferasas son muy específicas en el enlace formado. Otra desventaja es la de competir 
con la actividad opuesta y natural de estas enzimas que es la hidrólisis de 
oligosacáridos, lo cual genera que el producto sintetizado pueda ser hidrolizado por la 
misma enzima, reduciendo el rendimiento neto de la síntesis. En cuanto a las ventajas 
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que presentan las glicosidasas, destacar que son más fáciles de producir en grandes 
cantidades y a bajo costo, se encuentran mejor caracterizadas y se puede encontrar una 
gran variedad de ellas en la naturaleza (Rodriguez-Diaz et al., 2013; Sandoval and 
Vaultier, 2012; van Rantwijk, 1999).  
La síntesis de oligosacáridos mediante la utilización de glicosidasas puede 
ocurrir de dos formas, por una hidrólisis reversa controlada termodinámicamente, en 
donde un monosacárido actúa como donador en una reacción de condensación, o 
mediante una transglicosidación controlada cinéticamente, en donde se utiliza un 
donador activado como por ejemplo un p-nitrofenil (pNP) monosacárido. En la 
hidrólisis reversa el máximo rendimiento posible está determinado por el equilibrio de 
reacción, y las reacciones suelen ocurrir en un largo periodo de tiempo, mientras que la 
transglicosidación logra sobrepasar el equilibrio favoreciendo la glicosidación de un 
aceptor, siempre y cuando el sustrato activado que actúa como donador sea más reactivo 
que el producto formado (Ichikawa et al., 1992; Kasche, 1986; van Rantwijk, 1999; 
Yoon, 2000). En ambos casos las reacciones se producen en competencia simultánea 
con la hidrólisis tanto del sustrato como del producto obtenido. 
Las glicosidasas utilizadas hasta el momento para sintetizar oligosacáridos 
mantienen la configuración anomérica en sus productos y utilizan el mecanismo de 
doble desplazamiento descrito por Koshland (Zeuner et al., 2014). El mecanismo de 
doble desplazamiento involucra la formación de un intermediario covalente glicosil-
enzima, éste se forma después de unirse el sustrato donador al sitio activo de la enzima, 
al mismo tiempo que es liberado por hidrólisis el grupo activo del sustrato donador, 
como por ejemplo el grupo pNP (Koshland, 1953; Rye, 2000) (Fig. 1.5). 
Posteriormente, el intermediario glicosil-enzima sufre un ataque nucleofílico, ya sea por 
agua, dando como producto la hidrólisis, o por un aceptor, resultando así en una 
transglicosidación (Fig. 1.5). Hay que destacar que el producto formado por la 
transglicosidación también es sustrato de la glicosidasa, y por lo tanto puede ser 
hidrolizado (Fig. 1.5).  
Los rendimientos finales obtenidos en reacciones de transglicosidación son el 
resultado del balance entre la síntesis, la hidrólisis del sustrato donador y la hidrólisis 
del producto formado. Como consecuencia de esta competencia suelen obtenerse 
rendimientos pobres, sin embargo, existe un número de estrategias que incluyen el 
control de la proporción aceptor/donador, tiempo de reacción, cantidad de enzima 
utilizada, control de pH y temperatura de reacción, inmovilización y reutilización de las 
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Fig. 1.6. Rutas metabólicas para la 
síntesis in vitro de lacto-N-triosa y 
LNT en E. coli LJ-AYO. LacY, 
lactosa permeasa; LacZ, β-
galactosidasa; LgtA, β-1,3-N-
acetilglucosaminiltransferasa; WbgO,  
β-1,3-galactosiltransferasa. 
Fig. 1.5. Esquema de las reacciones catalizadas por las β-galactosidasas 
(Adaptada de Zeuner et al. 2014) 
glicosidasas, eliminación continua del producto sintetizado, utilización de solventes 
orgánicos e ingeniería de proteínas, dirigidas a incrementar la transglicosidación y 
disminuir la hidrólisis, que permiten aumentar en gran medida los rendimientos 
obtenidos (Zeuner et al. 2014). 
 
1.1.8.3. Síntesis por ingeniería genética 
 
Algunos OLH han sido producidos mediante ingeniería genéticaen  E. coli. Este 
es el caso de la LNT, recientemente se ha integrado en el cromosoma de la cepa de E. 
coli LJ110 (mutante en el gen lacZ) el gen lgtA de Neisseria meningitidis que codifica 
para la β1–3-N-acetilglucosaminiltransferasa y el gen wbgO de E. coli O55:H7 que 
codifica para la β1–3-galactosiltransferasa. La cepa recombinante convierte la lactosa en 
LNT  mediante dos pasos de glicosilación sucesivos (Fig. 1.6). Utilizando cultivos 
continuos con galactosa como fuente de energía y carbono se ha conseguido una 
producción de 12,72 g/L de LNT (Baumgartner et al., 2015).  
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Otros ejemplos de OLH sintetizados en células enteras mediante ingeniería 
metabólica son la 2’FL (Baumgartner et al., 2013; Chin et al., 2015; Lee et al., 2012), 
3’SL (Endo et al., 2000; Fierfort and Samain, 2008; Priem et al., 2002), 6’Sialillactosa 
y 6,6’Disialillactosa (Drouillard et al., 2010), LNTriosa, LNnT, LNnHexaosa, 
LNnOctaosa y LNnDecaosa (Priem et al., 2002). 
 
1.2. Lacto-N-biosa (LNB) y Galacto-N-biosa (GNB) 
 
La LNB (Galβ1-3GlcNAc) forma el núcleo de los OLH de cadena de tipo 1 
(Thurl et al., 2010; Urashima et al., 2012), los más abundantes en la leche materna, y 
específicos de humanos (Urashima et al., 2013). La LNB también forma parte de 
mucinas presentes en la leche humana (Garrido et al., 2013) y de la estructura de los 
dominios glicanos de glicolípidos y glicoproteínas en muchos tipos celulares, 
incluyendo el epitelio intestinal y los antigenos sanguíneos (Finne et al., 1989; 
Hakomori, 2008). Además, recientemente se ha demostrado que también está presente 
en la leche materna el disacárido libre, en concentraciones decrecientes desde 26 μg/ml 
en el calostro a niveles por debajo del límite de detección después de la primer semana 
de lactancia (Balogh et al., 2015) (Fig. 1.7). Dado que la biosíntesis de moléculas se 
rige por la selección natural, y que la síntesis de moléculas innecesarias daría como 
resultado el desperdicio de energía (Zivkovic et al., 2011), la presencia de este 
disacárido libre en la leche materna sugiere que podría desempeñar funciones biológicas 
importantes. 
Fig. 1.7. Concentración de LNB libre en leche materna (Adaptado de Balogh et al., 2015). 
 
1-Introducción 
 
    
33 
 Entre estas funciones destaca un efecto bifidogénico, de hecho, antes de ser 
caracterizado, a este disacárido se lo llamaba factor Bifidus. En distintos estudios donde 
se realizaron cultivos puros con más de 200 cepas de 10 especies del género 
Bifidobacterium, se observó la capacidad de metabolizar este disacárido por las especies 
B. breve, B. longum subp. infantis, B. longum subp. longum y B. bifidum (Tabla 1.4) 
(Xiao et al., 2010). Estas especies predominan en la microbiota de niños recién nacidos 
alimentados con leche materna. 
 
El potencial prebiótico de la LNB se ha analizado también utilizando muestras 
fecales de niños en un sistema de fermentación in vitro, y se ha comparado conotros 
oligosacáridos (lactulosa, rafinosa, GOS y mananoligosacáridos)  (Satoh et al., 2013). 
Se ha observado que la LNB, al igual que los otrosoligosacáridos, aumentaba 
significativamente la población total de bifidobacterias. Además,  se encontraron 
características únicas para la  LNB, ésta fue el único de los oligosacáridos en el cual el 
efecto bifidogénico fue selectivo sobre B. bifidum, y fue el único en el cual se observó 
una mayor producción de ácido acético y una menor producción de ácido láctico (Satoh 
et al., 2013). B. bifidum es la bifidobacteria predominante en la microbiota de niños 
sanos amamantados (He et al., 2001). Además se ha descrito en una línea celular 
“macrophage-like” murina que algunas especies de bifidobacterias, entre las cuales se 
encuentra B. bifidum, estimulan la producción de IL-10, una interleuquina regulatoria 
clasificada dentro de las de efecto antiinflamatorio (He et al., 2002). También se ha 
descrito recientemente que B. bifidum mejora la integridad intestinal en un modelo de 
NEC en neonatos de ratas, mediante la expresión del receptor “toll-like” 2 que 
preservan las uniones estrechas, y la expresión de ciclooxigenasa 2 y prostaglandina E2 
para suprimir la apoptosis epitelial intestinal (Khailova et al., 2010). Por otra parte, el 
incremento en el ácido acético también presenta numerosos beneficios, ya que éste 
también aumenta las uniones estrechas entre las células del epitelio intestinal, estimula 
su crecimiento y regula el metabolismo energético, incluyendo el apetito y el gasto 
energético a través de GPR 41 o GPR 43 (Darzi et al., 2011; Miyauchi et al., 2010; 
Ohata et al., 2005). Otro efecto descrito para el ácido acético producido por 
bifidobacterias es inhibir la traslocación de la toxina Shiga de E. coli O157:H7 desde el 
lumen intestinal a la sangre, mediante la mejora del efecto barrera intestinal (Fukuda et 
al., 2011). 
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Tabla. 1.4. Especies del género Bifidobacterium capaces (+) e 
incapaces (-) de metabolizar LNB. 
Además del potencial prebiótico, la LNB  posee un efecto antiadhesina. Éste se ha 
descrito en células epiteliales del sistema respiratorio frente a algunos patógenos, tanto 
obligados como oportunistas. Inhibe en un 46% la adhesión de Yersinia pestis a células 
epiteliales del sistema respiratorio (Thomas and Brooks, 2006), en un 64% la adhesión 
de Bacillus anthracis a una línea celular alveolar humana, y en un 64% la adhesión de 
los patógenos oportunistas Pseudomona aeruginosa, Burkholderia cenocepacia y 
Legionella pneumophila a una línea celular alveolar (Thomas and Brooks, 2004a; 
Thomas and Brooks, 2004b). 
 
 
Especies Metabolismo 
B. breve  + 
B. longum subp. infantis + 
B. longum subp longum + 
B. bifidum + 
B. adolescentis - 
B. animalis sub. lactis - 
B. catenolatum - 
B. adolescentis - 
B. dentium - 
B. angulatum - 
B. thermophilum - 
 
La GNB (Galβ1-3GalNAc) es un disacárido que forma parte de distintas 
estructuras funcionales de carbohidratos. Constituye el núcleo de la O-glicocidación de 
proteínas, y está presente en numerosas proteínas como por ejemplo la mucina que se 
encuentra presente en la leche materna y en el tracto gastrointestinal humano (Fujita et 
al., 2005; Hanisch, 2001; Kimura et al., 2007; Kudo et al., 2002; Muller et al., 2005; 
Yoshida et al., 2008). También forma parte de la estructura de los glicoesfingolípidos 
(Liu and Newburg, 2013; Lloyd et al., 1996; Moran et al., 2011). 
La GNB constituye el antígeno Thomsen–Friedenreich (TF) o antígeno T, éste 
ha adquirido una gran relevancia en los últimos años ya que ha sido clasificado como un 
carbohidrato antigénico asociado a tumores (Tumor Asociated Carbohidrate Antigens-
TACAs). La GNB suele encontrarse en la superficie de la membrana celular de células 
cancerosas y se utiliza como biomarcador (Brockhausen, 1999; Campbell et al., 1995). 
Los genes que codifican para las glicosiltransferasas que modifican al antígeno T, con 
excepción de las sialiltransferasas, no se expresan en las células cancerosas, resultando 
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en cadenas cortas de carbohidratos como los antígenos T, Tn (T antigen nouvelle), 
sialil-T (sT) y sialil-Tn (sTn) (Brockhausen, 1999; Itzkowitz et al., 1989; Yang et al., 
1994; Yu, 2007). Distintos TACAs expresados en células cancerígenas son 
representados en la Fig. 1.8A. 
Esta particularidad ha sido aprovechada para el desarrollo de vacunas basadas en 
carbohidratos. La segunda generación de este tipo de vacunas depende en gran medida 
en métodos sintéticos para imitar la presentación natural de los TACAs. Por ejemplo, 
TACAs asociados a mucinas, como el antigeno T, Tn, sialil-T y sialil-Tn, se encuentran 
en clusters y por lo tanto imitar esta forma de presentación es importante para generar 
una fuerte respuesta de anticuerpos que sean capaces de reaccionar con los TACAs 
presentes en las células tumorales (Fig. 1.8B). Ensayos clínicos con un glicopeptido 
conjugado con los antígenos T, Tn y sTn en forma de cluster han demostrado que es 
seguro para su utilización y que mejora la inmunogenicidad de estos glicanos (Gilewski 
et al., 2007; Ragupathi et al., 2006; Slovin et al., 2005; Slovin et al., 2003). En la tabla 
1.5 se enumera una lista de vacunas basadas en carbohidratos que se encuentran en la 
fase de estudios preclínicos así como estudios clínicos de fase I y II. Muchas de estas 
poseen al antígeno T (GNB) en la estructura del glicopéptido inmunogénico, ya sea 
mono o multivalente (Slovin et al., 2007; Wang et al., 2007b). 
B 
A 
Fig. 1.8. A) Glicanos antigénicos asociados a glicolípidos (Globo H, Fucosyl GM1 y 
LeY) o glicoproteínas (TF, Tn, sTn y PSA), encontrados comúnmente en células 
cancerígenas de distintos tejidos. B) Ejemplo de un glicoconjugado sintético antigénico 
pentavalente utilizado en una vacuna contra cáncer. En este caso se utilizó como carrier 
a la hemocianina de “Keyhole limpet” (KLH), representado con un óvalo naranja 
(Adaptado de (Astronomo and Burton, 2010). 
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1.2.1. Rutas metabólicas de la LNB y GNB en Bifidobacterium  
 
El metabolismo de la LNB y la GNB ha sido solo caracterizado en especies del 
género Bifidobacterium (Nishimoto and Kitaoka, 2007; Satoh et al., 2013; Xiao et al., 
2010; Yoshida et al., 2012). Ambos disacáridos se incorporan al interior celular 
mediante un sistema de transporte ABC. En la cepa de B. longum NCC2705 los genes 
que codifican para este transportador y los del metabolismo se encuentran organizados 
en un operón (Fig. 1.9). Los primeros 3 genes de este operón (BL1638, BL1639 y 
BL1640) codifican las proteínas del transportador ABC; BL1638 codifica la proteína de 
unión a LNB y GNB, mientras que BL1639 y BL1640 codifican las permeasas 
correspondientes con actividad ATPasa (Fig. 1.9). A continuación de BL1640, se 
encuentran los 4 genes (LNBP, NahK, GalT y GalE) que codifican las proteínas que 
dirigen los intermediarios derivados de LNB y GNB a las rutas metabólicas centrales de 
B. longum (Kitaoka et al., 2005; Nishimoto and Kitaoka, 2007). La LNBP es una 
fosforilasa que actúa sobre la LNB o GNB liberando Gal-1P y la N-acetilhexosamina 
correspondiente. Estos azúcares intermediarios ingresan en la glicólisis o en el ciclo 
metabólico de los aminoazúcares por la acción de NahK, GalT y GalE (Fig. 1.9).  
 
 
 
 
Tabla. 1.5. Lista de vacunas bajo ensayos preclínicos y clínicos.  
Se encuentran remarcadas las vacunas mono (celeste) y multivalente (marrón) que 
contienen GNB en la estructura del glicopéptido antigénico. (Adaptado de Astronomo y 
Burton. 2010). 
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En la mayoría de los microorganismos la galactosa es metabolizada a glucosa-1P 
por la ruta de Leloir (Frey, 1996; Leloir, 1951) (Fig. 1.10). Esta ruta está compuesta por 
4 enzimas, la galactosa mutarotasa (GalM), que convierte β-Gal a α-Gal, la 
galactokinasa (GalK), que convierte α-Gal a Gal-1P, la UDP-glucosa-1-fosfato uridil 
transferasa (GalT), que convierte Gal-1P a UDP-Gal, acoplado a la conversión de UDP-
Glc a Glc-1P, y la UDP-glucosa 4-epimerasa (GalE), que convierte UDP-Gal a UDP-
Glc. Aunque la ruta de la LNB/GNB se asemeja bastante a la ruta de Leloir, ambas vías 
son diferentes. En la ruta de Leloir la α-Gal es fosforilada mediante la galactokinasa 
consumiendo en el proceso una molécula de ATP, mientras que en la ruta de la 
LNB/GNB la enzima lacto-N-biosa fosforilasa (LNBP) hidroliza ambos disacáridos a la 
vez que los fosforila, dando como resultado Gal-1P y GlcNAc/GalNAc, NahK fosforila 
este último intermediario consumiendo una molécula de ATP en el proceso, y da lugar a 
GlcNAc-1P/GalNAc-1P, lo cual constituye otra diferencia respecto de la ruta de Leloir. 
Posteriormente Gal-1P es convertido a Glc-1P, mediante la interacción con GalT y 
GalE, que entra en la glicólisis a través de la ruta metábolica característica de las 
Fig. 1.9. Esquema del operón y la ruta metabólica de la LNB/GNB en 
Bifidobacterium longum. LNBP, lacto-N-biosa fosforilasa; NahK, N-
acetilhexosamina-1-kinasa; GalT, UDP-glucosa-1-fosfato uridil transferasa; GalE, 
UDP-glucosa 4-epimerasa. 
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Fig. 1.10. Ruta de Leloir. GalM, galactosa 
mutarotasa; GalK, galactoquinasa; GalT, 
galactosa-1P uridil transferasa; GalE UDP-
galactosa 4-epimerasa. 
bifidobacterias denominada “bifid shunt”, mientras que la N-acetilhexosamina 
correspondiente GlcNAc-1P/GalNAc-1P entra en la vía del metabolismo de 
aminoazúcares (Nishimoto and Kitaoka, 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 En Bifidobacterium, existen también diferentes vías para el metabolismo de la 
LNT (LNBβ1-3Lac), este tetrasacárido es muy abundante en la leche humana y por lo 
tanto es la principal fuente de LNB. B. bifidum secreta dos enzimas, una lacto-N-
biosidasa (LnbB) que hidroliza la LNT  a LNB y lactosa, y una endo-α-N-
acetilgalactosaminidasa (EngBF) que libera GNB a partir de O-glicanos de las mucinas 
(Wada et al., 2008). Posteriormente LNB y GNB son transportadas y metabolizados por 
una ruta LNB/GNB homóloga a la descrita anteriormente para la cepa de B. longum 
NCC2705. Al contrario, B. longum subp. infantis utiliza un transportador ABC para 
internalizar la LNT, y posteriormente ésta es degradada secuencialmente. Primero la 
acción de una β1-3galactosidasa libera galactosa y lacto-N-triosa, y después una β-N-
acetilglucosaminidasa libera GlcNAc y lactosa (Yoshida et al., 2012). 
 
1.2.2. Síntesis de LNB y GNB 
 
La síntesis de LNB y GNB ha sido realizada mediante síntesis química (Ito, 1992; 
Wilstermann and Magnusson, 1995), y mediante síntesis enzimática utilizando β-
galactosidasas (Hedbys et al., 1989) y β-galactosiltransferasas (Yi et al., 2008). Se ha 
utilizado una β-galactosidasa aislada de testículos bovinos, la cual posee una 
regioselectividad muy baja, dando como subproductos la formación de disacáridos con 
enlaces β1-4 y β1-6, además del β1-3 deseado (Hedbys et al. 1989). Después de la 
transglicosilación es necesario un paso de hidrolisis con β-galactosidasas de E. coli para 
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eliminar los isómeros no deseados y finalmente tras un paso cromatográfico, se obtuvo 
únicamente un rendimiento del 12%. La síntesis mediante la galactosiltransferasa WbiP 
de E. coli O127 (Fig. 1.11), requiere un sustrato caro como es la UDP-galactosa, el cual 
también genera inhibición por sustrato, dos inconvenientes a la hora de realizar un 
proceso a gran escala. Además hay que destacar que la Cepa E. coli O127 está 
clasificada como EPEC (E. coli Enteropatógena), y la utilización de enzimas derivadas 
de ella es conflictiva en la industria alimentaria. 
En los últimos años se han descrito dos métodos enzimáticos basados en la 
actividad de enzimas fosforilasas de LNB y GNB aisladas de bifidobacterias (Nishimoto 
and Kitaoka, 2007, 2009; Yu et al., 2010). El primero de ellos corresponde a un proceso 
escalable, que utiliza como sustrato sacarosa y GlcNAc o GalNAc, en presencia de 
UDP-Glucosa, fosfato, y cuatro enzimas simultáneamente: sacarosa fosforilasa (SP) 
(EC 2.4.1.7, SP), UDP-glucosa-hexosa-1-fosfato uridiltransferasa (EC 2.7.7.12, GalT), 
UDP-glucosa-4-epimerasa (EC 5.1.3.2, GalE) y galacto-N-biosa/lacto-N-biosa 
fosforilasa (EC 2.4.1.211, GLNBP) (Nishimoto y Kitaota 2007; Nishimoto y Kitaota 
2009). Las reacciones se esquematizan en la Fig. 1.12A. La sacarosa es fosforilada e 
hidrolizada por la SP dando lugar a glucosa-1P (Glc-1P) y fructosa, después el grupo 
uridin monofosfatro de la UDP-Gal es transferido a la Glc-1P por GalT formando Gal-
1P y UDP-Glc. Finalmente se sintetiza LNB/GNB a partir de Gal-1P y 
Fig. 1.11. Esquema representativo de la síntesis de GNB catalizada por la 
galactosiltransferasa WbiP de E. coli O127. (Extraído de Yi et al. 2008)  
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Fig. 1.12. Esquemas de reacciones de síntesis de LNB/GNB de Nishimoto y Kitaota. 
2007; Nishimoto y Kitaota. 2009 (A) y Yu. et al., 2010 (B), basados en fosforilasas.   
GlcNAc/GalNAc por la acción de GLNBP. En una reacción simultánea GalE regenera 
la UDP-Gal a partir de UDP-Glc. Al terminar la reacción, después de unas 96-140 h, se 
adicciona levadura de panadería y se incuba durante 12 h para eliminar el exceso de 
sacarosa y fructosa. Con este método se ha obtenido LNB y GNB, respectivamente, con 
un 95% de pureza. A pesar de ser un proceso escalable, aún es necesaria la utilización 
de un sustrato caro como la UDP-Glc. Por otra parte, la utilización de levadura para 
eliminar los azúcares remanentes tiene el incoveniente de la secreción de metabolitos 
propios de la levadura, introduciendo una serie de impurezas no deseadas a la hora de 
utilizar estos disacáridos en la industria alimentaria y/o farmacéutica. 
 El segundo método corresponde a una reacción de dos enzimas, la β1-3-N-
acetil-D-hexosamina fosforilasa de B. longum subp. infantis (BiGalHexNAcP), 
homóloga a GLNBP, y GalK recombinante de E. coli que cataliza la formación de Gal-
1P a partir de galactosa, en presencia de ATP (Yu et al., 2010). El Gal-1P generado in 
situ es utilizado como sustrato donador por la fosforilasa BiGalHexNAcP para producir 
LNB/GNB (Fig. 1.12B). En este caso la purificación de LNB/GNB se realizó mediante 
dos pasos cromatográficos, uno de exclusión por tamaño y otro de gel de sílice. Este 
método ha sido útil para ensayar la versatilidad de la enzima BiGalHexNAcP, la cual es 
capaz de utilizar diferentes sustratos aceptores además de GlcNAc/GalNAc, dando lugar 
a la formación de distintos β-3-galactósidos. La utilización en este proceso de síntesis 
de un sustrato caro como es el ATP dificulta, como en el método anterior, su escalado 
para uso industrial. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1-Introducción 
 
    
41 
1.3. N-acetillactosamina y lacto-N-triosa 
 
La LacNAc (Galβ1-4GlcNAc) es el núcleo de los OLH de cadena de tipo 2 
(Thurl et al., 2010; Urashima et al., 2012), y una estructura ampliamente distribuida en 
los dominios glicano de glicoproteínas y glicolípidos (Bridiau et al., 2010). Además, 
recientemente se ha demostrado que el disacárido libre también está presente en la leche 
materna, en concentraciones decrecientes desde 310 μg/ml en el calostro a 6,7 μg/ml 
después de la primer semana de lactancia (Balogh et al., 2015) (Fig. 1.13).  
 
La LacNAc tiene un papel central en diversos procesos de reconocimiento 
celular (Berg, 2007) y puede estar involucrada en distintas enfermedades infecciosas 
(Bozue et al., 1999), autoinmunes e inflamatorias (Cappione et al., 2004; Hayer et al., 
2005; Rosen, 1999) o cáncer (Witz, 2006). Es la unidad estructural de las cadenas de 
polilactosamina, forma parte del antígeno sialil Lewis X, el cual ha sido caracterizado 
como un TACAs (Bay, 2006; Guillot et al., 2004) y es el ligando funcional de lectinas 
tipo S (galectinas) y tipo C (E-,P-, y E-selectinas) (Dimitroff et al., 2005; Simanek et 
al., 1998). El antígeno sialil Lewis X media la adhesión de leucocitos a la superficie 
celular del endotelio, permitiendo su reclutamiento durante una respuesta inflamatoria 
normal (Lasky, 1992) o en respuesta a heridas o infección (Anderson and Springer, 
1987). También está involucrado en migración metastásica transendotelial de algunas 
células tumorales que utilizan los mecanismos de adhesión mediados por selectinas, 
típicos de los leucocitos (Auguste et al., 2007; Giavazzi et al., 1993; Miles et al., 2008; 
Takada et al., 1993; Witz, 2006). Es por esto que se ha especulado con que análogos del 
antígeno sialil Lewis X pudieran inhibir la adhesión de leucocitos o células de 
Fig. 1.13. Concentración de LacNAc libre en leche materna (Adaptado de Balogh et al., 
2015). 
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carcinoma, haciendo de estos compuestos potenciales drogas antiinflamatorias o 
antimetastasicas (Bridiau et al., 2010). 
 
Los efectos beneficiosos descritos hasta el momento para la LacNAc son 
principalmente los referentes a sus propiedades como antiadhesina. Este disacárido 
inhibe en un 42% la adhesión de Yersinia pestis a células epiteliales del sistema 
respiratorio (Thomas y Brooks 2006), en un 41% la adhesión de Bacillus anthracis a 
una línea celular alveolar humana, y en un 72% la adhesión de los patógenos 
oportunistas Pseudomona aeruginosa, B. cenocepacia y Legionella pneumophila a una 
línea celular alveolar (Thomas and Brooks, 2004a; Thomas and Brooks, 2004b).  
Se ha observado que la LacNAc conjugada a BSA (LacNAc-BSA) o a 
nanoparticulas de oro (LacNAc-Au) es capaz de inhibir en un 98% y 72%, 
respectivamente, la adhesión de la cepa enteropatógena E.coli (EPEC E2348/69) a la 
línea celular HEp-2 (Hyland et al., 2006). Del mismo modo la LacNAc-BSA es capaz 
de inhibir en un 87% y 74% la adhesión de E.coli (EPEC E2348/69) a las líneas 
celulares intestinales Caco-2 y T84, respectivamente (Hyland et al., 2006). 
La lacto-N-triosa (GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glu) es un trisacárido que forma parte de 
ambos tipos de OLH, de cadena tipo 1 y cadena tipo 2, poniendo en evidencia su 
importancia dentro del conjunto total de los OLH (Bode, 2012). También está presente 
en la estructura de los glicoesfingolípidos de las series lacto- y lactoneo-
tetraglicosilceramidas. Los glicanos presentes en estos lípidos desempeñan muchas 
funciones en procesos biológicos como  por ejemplo el reconocimiento célula-célula y 
forman parte además de los grupos sanguíneos ABH (Schnaar et al., 2009). 
 
1.4. Bacterias lácticas 
 
El término bacterias lácticas engloba a un grupo heterogéneo de 
microorganismos, cuyo carácter definitorio es la producción de ácido láctico como 
producto mayoritario de la fermentación de azúcares. Después de años de discusión 
sobre la clasificación de las bacterias includas bajo ese término, éste ha adquirido un 
significado ambiguo, pudiendo referirse a bacterias del orden Lactobacillales 
exclusivamente o al conjunto de Lactobacillales y Bifidobacterium. A pesar de que hoy 
en día se reconoce que estos órdenes pertenecen a dos grupos filogenéticamente 
distantes como son los Firmicutes (Lactobacillales) y las Actinobacterias 
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Tabla. 1.6. Clasificación taxonómica de bacterias lácticas según el “National Center for 
Biotechnology Information” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/taxonomy/) (Adaptado de (Aznar 
and Zuñiga., 2011) 
(Bifidobacterium), por muchos años se los ha agrupado bajo el nombre de bacterias 
lácticas debido a sus similitudes fenotípicas. Dentro de los dos grupos pueden 
encontrarse géneros relevantes tanto en alimentación como en salud (Tabla 1.6).  
 
 
 
 
 
1.4.1. Bifidobacterium 
 
El género Bifidobacterium engloba a más de 30 especies. Son bacilos 
pleomórficos, gram-positivos, catalasa y oxidasa negativos, y anaerobios. Algunas 
especies son capaces de crecer en presencia de oxígeno si también hay CO2. Las 
bifidobacterias se caracterizan por utilizar una ruta metabólica especial para la 
fermentación de las hexosas conocida como “Bifidus shunt” o “fructosa-6-fosfato 
shunt” (Fig. 1.14A). Ésta se caracteriza por la presencia de la enzima fructosa-6-fosfato 
fosfocetolasa, la cual degrada la fructosa-6-fosfato en acetilfosfato y eritrosa-4-fosfato 
(Schramm et al., 1958). Esta actividad enzimática permite diferenciar a las 
bifidobacterias del resto de las bacterias ácido lácticas (Lactobacillales). 
Las bifidobacterias se encuentran asociadas al tracto gastrointestinal y/o genital 
de humanos y animales, siendo algunas de ellas exclusivas de niños, de hecho son las 
Clasificación taxonómica de bacterias ácido lácticas 
Reino Filo Clase Orden Familia Género 
Bacteria Actinobacteria 
Actinobacteria                 
(Subclase 
Actinobacteridae) 
Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae Bifidobacterium 
Bacteria Firmicutes Bacilli Lactobacillales 
Aerocococcaceae 
 
Carnobacteriaceae Carnobacterium 
Enterococcaceae Enterococcus 
Lactobacillaceae 
Lactobacillus 
Pediococcus 
Leuconostocaceae 
Leuconostoc 
Oenococcus 
Weissella 
Streptococcaceae 
Lactococcus 
Streptococcus 
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primeras colonizadoras del intestino, encontrándose en mayor proporción en niños 
alimentados con leche materna que en niños alimentados con leches de fórmula (Aznar 
and Zuñiga., 2011). Las poblaciones de estas bacterias en el intestino humano de adultos 
parecen tener un papel relevante en la salud del individuo. Entre otras funciones, se les 
ha atribuido un efecto regulador sobre las poblaciones bacterianas que constituyen la 
microbiota intestinal, prevención de la diarrea, potenciación del sistema inmune y 
mejora de la intolerancia a la lactosa, entre otras, lo cual ha despertado un gran interés 
en su investigación por bacteriólgos y nutricionistas (Biavati and Mattarelli, 2006). 
Algunas cepas han sido caracterizadas como probióticas y se utilizan en la industria 
alimentaria y farmacéutica (Kligler and Cohrssen, 2008; Wu et al., 2016). 
 
1.4.2. Lactobacillales 
 
Los Lactobacillales, o comúnmente llamadas bacterias ácido lácticas (BAL), son 
un grupo de microorganismos pertenecientes al filum Firmicutes, subdivisión 
Clostridium-Bacillus de las Eubacterias Gram-positivas, que se caracterizan por ser no 
esporulantes, catalasa negativas, quimio-organotrofas, y con un metabolismo 
estrictamente fermentativo de carbohidratos como fuente de energía. El producto final 
mayoritario de la fermentación de estas bacterias es el ácido láctico, lo cual les confiere 
su nombre, pero también producen acetato, etanol y CO2 ya que muchas poseen un 
metabolismo heterofermentativo. Estas bacterias crecen en anaerobiosis, sin embargo, 
gran parte de ellas son capaces de crecer tanto en presencia como en ausencia de 
oxígeno, por lo que son consideradas aerotolerantes o microaerofílicas (Aznar and 
Zuñiga., 2011). 
Dentro de este grupo bacteriano se incluyen cocos (Lactococcus, Leuconostoc, 
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus, etc) y bacilos como el género 
Lactobacillus, el cual comprende 148 especies reconocidas. 
Las BAL se caracterizan por desarrollarse en nichos nutricionalmente complejos. 
Dentro del género Lactobacillus podemos encontrar especies principalmente presentes 
en la industria lactea (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus 
helveticus), otras aisladas frecuentemente de productos cárnicos (Lactibacullus 
curvatus, Lactobacillus sakei), especies encontradas en el tracto gastrointestinal de 
vertebrados (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus gasseri), y especies con una gran 
adaptabilidad a diversos hábitats (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei). 
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Por lo general, estos microorganismos poseen un grado considerable de auxotrofía, 
esto se debe a que tienen una capacidad biosintética limitada y por lo tanto, para 
compensar sus requerimientos nutricionales complejos entre los que se incluyen 
aminoácidos, vitaminas, purinas y pirimidinas, codifican en sus genomas una gran 
variedad de transportadores que les permiten importar los nutrientes de los nichos 
complejos donde se desarrollan. 
 
1.4.2.1. El género Lactobacillus en la leche humana 
 
 La leche humana constituye una buena fuente de bacterias lácticas, tales como 
lactobacilli, lactococci, enterococci y Leuconostoc spp.,  para el tracto gastrointestinal 
de los niños. Especies del género Lactobacillus han sido aisladas tanto de la leche 
humana como de las heces de los lactantes e incluyen entre otras a Lactobacillus 
rhamnosus, L. plantarum, L. fermentum, L. gasseri, Lactobacillus brevis y L. casei 
(Martin et al., 2007; Albesharat et al., 2011). Estudios moleculares han demostrado que 
especies de Lactobacillus eran aisladas de forma significativa con más fecuencia de las 
heces de niños amamantados que de las de niños destetados (Ahrne et al., 2005). Se ha 
observado además, que a los seis meses el recuento de Lactobacillus era 
significativamente más alto en las heces de niños amamantados que en los alimentados 
con fórmulas infantiles (Rinne et al., 2005). 
 
 
1.4.2.2. Metabolismo de carbohidratos 
 
Las BAL pueden metabolizar los azúcares por la vía heterofermentativa (vía de 
las Pentosas Fosfato) (Fig. 1.14B) u homofermentativa (Embden-Meyerhof o Glicólisis) 
(Fig. 1.14C). En el caso de las hexosas, las BAL las pueden transportar al interior 
celular sin fosforilar y posteriormente ser fosforiladas por medio de hexoquinasas 
dependientes de ATP o a través de un sistema fosfotransferasa de azúcares dependiente 
de fosfoenolpiruvato o PTS, el cual lleva a cabo simultáneamente el transporte y la 
fosforilación del azúcar. En ambos casos se forma hexosa-6-fosfato, si ésta es 
metabolizada por la glucólisis se forma fructosa-1,6-difosfato, que será convertida por 
una fructosa-1,6-difosfato aldolasa en dihidroxiacetona-fosfato y gliceraldehído-3-
fosfato (GAP). Estos serán metabolizados hasta piruvato, produciendo un balance 
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energético de 2 moles de ATP por mol de glucosa consumida. En condiciones normales, 
como por ejemplo exceso de azúcar y acceso limitado a oxígeno, el piruvato es reducido 
a ácido láctico por la lactato deshidrogenasa dependiente de NAD+. Este proceso 
metabólico en el que se mantiene el balance redox y en el que el ácido láctico es el 
principal producto final se conoce como fermentación homoláctica. 
La otra ruta principal para el metabolismo de las hexosas es la vía de las pentosas 
fosfato, también denominada ruta de la fosfocetolasa o ruta del gluconato-6-fosfato. En 
esta ruta destaca la formación de gluconato-6-fosfato por la glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa, seguida de descarboxilación con la consiguiente formación de 
pentosas-fosfato, que serán convertidas por la fosfocetolasa en GAP y acetil-fosfato. El 
GAP es metabolizado igual que en la glucólisis y el acetil-fosfato, en ausencia de otro 
aceptor de electrones, es reducido a etanol vía acetil-CoA y acetaldehído. Debido a que 
este proceso metabólico genera CO2 y etanol además de ácido láctico se le conoce como 
fermentación heteroláctica. Esta ruta a diferencia de la homoláctica produce 1 mol de 
ATP por mol de glucosa consumido. 
 
 
 
Fig. 1.14. Esquema de las rutas metabólicas de las bacterias ácido lácticas.  
A) Bifidus shunt; B) Ruta heterofermentativa; C) Ruta homofermentativa. 
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1.4.2.3. Sistemas de transporte de azúcares 
 
Previo al catabolismo, los carbohidratos deben ser transportados al interior celular. 
Los azúcares pueden ser transportados del medio extracelular por difusión simple, 
aunque lo hacen mayoritariamente por transporte activo, que permite su entrada en 
contra del gradiente de la concentración. Esos mecanismos incluyen permeasas 
específicas ligadas a iones y/o hidrólisis de ATP (transportadores tipo ABC), sistemas 
de intercambio precursor/producto y sistemas PTS (Pérez-Martínez G., 2008). 
 
1.4.2.3.1. Permeasas dependientes del gradiente de protones 
 
Las permeasas son proteínas de membrana que transportan los azúcares sin 
fosforilar por un mecanismo dependiente de gradiente de protones. El azúcar será 
posteriormente fosforilado por una quinasa dependiente de ATP antes de entrar en las 
rutas metabólicas. Transporte conducido por una fuerza motriz de protones ha sido 
demostrado para la glucosa en L. casei (Veyrat et al., 1994). 
 
1.4.2.3.2. Sistema fosfotransferasa de azúcares dependiente de 
fosfoenolpiruvato o PTS 
 
El sistema PTS posee varios componentes que funcionan como una cadena de 
transportadores del grupo fosfato de alta energía del fosfenolpiruvato (PEP) hasta el 
azúcar a transportar, de modo que el azúcar entra ya en la célula fosforilado. El sistema 
PTS consta de dos proteínas comunes para todos los azúcares, que son la Enzima-I (EI) 
y la enzima HPr (proteína pequeña termoestable, rica en Histidinas). El otro 
componente es la Enzima-II (EII), que es específica de cada azúcar, y lleva a cabo su 
detección, transporte y fosforilación. La EII puede estar formada por tres o cuatro 
dominios funcionales (EIIA, EIIB, EIIC y EIID), que pueden estar independientes o 
fusionados.  En función de la homología de la secuencia de aminoácidos y la 
organización de los dominios, las EII se han agrupado en varias clases o familias 
(glucosa, manitol, lactosa, manosa, sorbitol y galactitol) (Pérez-Martínez et al., 2008). 
El EI se fosforila a partir del PEP y transfiere el grupo fosfato al residuo His-15 de la 
HPr. Después, la HPr fosforilada (HPr-His-P) transfiere el fosfato al enzima EII, que 
lleva a cabo el transporte del azúcar asociado a su fosforilación (Fig.1.15). 
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1.4.2.4. Lactobacillus casei 
 
L. casei es el microorganismo objeto del presente estudio. Es una bacteria láctica 
heterofermentativa facultativa, metabólica y fisiológicamente versátil, aislada de 
numerosos nichos ambientales como leche cruda o fermentada (sobre todo queso), 
carne, materia vegetal y los tractos reproductivos y gastrointestinales de animales y 
humanos.  
Las diversas aplicaciones de esta especie en la industria alimentaria incluyen su 
uso como cultivo iniciador productor de ácido que contribuye a la conservación del 
alimento, favoreciendo además el desarrollo de las características organolépticas 
deseadas, o acelerando la maduración. Algunas cepas son empleadas 
biotecnológicamente para producir ácido láctico por fermentación de diversos substratos 
naturales. La aplicación en alimentos y biotecnología hace de esta especie objeto de 
numerosos estudios fisiológicos y genéticos, entre los que se incluyen varios proyectos 
de secuenciación de cepas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes). Además algunas 
cepas han sido caracterizadas como probióticos y frecuentemente se incluyen en la 
formulación de productos para consumo humano (ej.: Yakult® o Actimel®). 
L. casei BL23 es la cepa modelo utilizada en este estudio. Su origen es 
desconocido (Acedo-Felix and Perez-Martinez, 2003), sin embargo su genoma ha sido 
secuenciado (Maze et al., 2010) y ha sido utilizada como modelo por diversos 
laboratorios en estudios genéticos y fisiológicos (Alcantara and Zúñiga, 2012; Bourand 
et al., 2013; Landete et al., 2010; Muñoz-Provencio et al., 2010; Palomino et al., 2013; 
Rochat et al., 2007; Watterlot et al., 2010).  
 
Fig. 1.15. Esquema del sistema fosfotransferasa de azúcares dependiente de 
fosfoenolpiruvato (PTS). PEP, fosfoenolpiruvato. 
Enzima II 
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1.4.3. Probióticos 
 
Los probióticos son definidos como “microorganismos vivos, que administrados 
en la cantidad suficiente, confieren un beneficio en la salud del hospedador” (Food and 
Agriculture Organization of the United Nations & World Health Organization, 2006). 
La fermentación de distintos productos como la leche, vegetales y carnes ha sido 
utilizada por miles de años en distintas culturas para prevenir la putrefacción de los 
alimentos, aún cuando estas desconocían la existencia de los microorganismos. La 
relación entre lactobacilli y la salud humana fue propuesta por primera vez por 
Metchnikoff en el año 1908 (Gordon, 2008) en su libro “The prolongation of life: 
optimistic studies” en donde dijo que la ingesta de yogurt con lactobacilli resultaba en 
una reducción de bacterias productoras de toxinas en el intestino, lo cual se asociaba a 
una mayor longevidad del hospedador. Del mismo modo, Tissier recomendaba la 
adminstracion de bifidobacterias a infantes con diarrea, ya que estas podían reemplazar 
a las bacterias causantes de la enfermedad (Tissier, 1907). Por su parte, Shirota aisló la 
cepa L. casei Shirota y comenzó a comercializarla en el producto Yakult® en el año 
1935. Estos fueron los primeros estudios que reconocieron las propiedades probióticas 
de algunas cepas de bacterias ácido lácticas.  
La mayoría de probióticos corresponden a los géneros Lactobacillus y 
Bifidobacterium, sin embargo no son los únicos. Por ejemplo, en el año 1917, Alfred 
Nissle aisló una cepa no patógena de E. coli de las heces de un soldado de la primera 
guerra mundial que no desarrolló enterocolitis durante un brote de shigellosis. Esta cepa 
es considerada probiótico en la actualidad. Del mismo modo existen probióticos que 
pertenecen a los géneros Streptococcus, Enterococcus, Bacillus y hasta algunas 
levaduras del género Saccharomyces (de Vrese and Schrezenmeir, 2008; Kanmani et al., 
2013). 
 
En la actualidad hay muchas líneas de investigación enfocadas en utilizar la 
información disponible sobre el microbioma humano para la detección temprana de 
enfermedades crónicas, para desarrollar la llamada medicina personalizada y para el 
desarrollo de alimentos funcionales (Clarke et al., 2012; de Vrese and Schrezenmeir, 
2008; Kanmani et al., 2013; Makinen et al., 2012; Nagpal et al., 2012; Robles Alonso 
and Guarner, 2013; Sanders et al., 2013). Mantener un correcto equilibrio de la 
microbiota es necesario para mantener la homeostasis en un individuo sano. La disbiosis 
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intestinal se produce cuando hay un desequilibrio en la microbiota intestinal que permite 
el crecimiento de patógenos oportunistas derivando en la enfermedad. La disbiosis ha 
sido relacionada con obesidad, diabetes y enfermedades inflamatorias intestinales 
(IBD), como la enfermedad de Crohn’s y la colitis ulcerosa (Martin et al., 2013).  
 
Según lo revisado en (Hammes and Hertel, 2006), incluso sin una colonización 
permanente del tracto gastrointestinal humano, lactobacilli pueden beneficiar la salud de 
los consumidores de diferentes formas: A) Los productos lácteos que contienen 
bacterias lácticas son más tolerados por personas con intolerancia a la lactosa, ya que las 
β-galactosidasas bacterianas contribuyen a hidrolizar la lactosa en el intestino delgado 
(Fernandes and Chandan, 1992; Saavedra, 2001). B) Productos que contienen 
lactobacilli han demostrado ser efectivas en el tratamiento de la diarrea causada por 
diferentes agentes (Fernandes et al., 1992; Saavedra, 2001). C) Algunos lactobacilli 
pueden generar efectos en el sistema inmune del hospedador, como por ejemplo 
modulando la expresión de citoquinas, estimulando la fagocitosis por los leucocitos de 
sangre periférica, e incrementadno el nivel de IgA e IgM (Haller et al., 2000; Schiffrin 
et al., 1995; von Schillde et al., 2012). D) Algunos lactobacilli también son capaces de 
reducir los niveles de enzimas pro carcinogénicas en las heces, y tienen el potencial de 
unir y degradar carcinógenos (Fernandes and Chandan, 1992; Hirayama and Rafter, 
1999). E) Se han obtenido resultados alentadores en el uso de probióticos en IBD, por 
ejemplo, se demostró que algunos lactobacilli reducen la inflamación de la mucosa y 
estimulan la función barrera de la mucosa en un modelo murino knock-out de IL10 
(Madsen et al., 1999; Schultz et al., 2002). Por otra parte, el producto probiótico VSL-3 
(mezcla de cepas de L. casei, L. plantarum, L. acidophilus, and L. delbrueckii spp. 
bulgaricus, bifidobacteria and Streptococcus thermophilus) se ha mostrado eficiente en 
mantener la remisión de pacientes humanos que han sufrido pouchitis crónica y colitis 
ulcerosa  (Gionchetti et al., 2000; Tursi et al., 2010). 
 
Se han descrito multiples efectos beneficiosos para distintas cepas de la especie 
L. casei. Una de las más estudiadas es la cepa L. casei Shirota (LcS),  la cual puede 
sobrevivir en el tracto intestinal y restaurar el equilibrio de la microbiota (Matsumoto et 
al., 2010). Entre los efectos que se le atribuyen se encuentran la capacidad de recobrar 
la actividad de células Natural Killer (NK) en personas con baja actividad NK (Nanno et 
al., 2011), la reducción de enfermedades infecciosas en el tracto respiratorio superior 
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(Gleeson et al., 2011; Shida et al., 2015), el efecto anti obesidad en modelos murinos 
con dietas altas en grasas (Karimi et al., 2015), reducción de los síntomas de personas 
con síndrome de intestino irritable (Thijssen et al., 2016), y disminución de los síntomas 
asociados al estrés (Takada et al., 2016), entre otros. Respecto a efectos beneficiosos 
atribuidos a otras cepas de L. casei es de destacar la reducción de enfermedades 
infecciosas comunes en niños de la cepa L. casei DN-114 001, efectos antivirales de L. 
casei CMPUJ 415 (Olaya Galan et al., 2016) y efectos antitumorales de L. casei YIT 
9018 (Kato et al., 1994) y L. casei CRL 431 (Aragon et al., 2014, 2015). 
 
Para la cepa L. casei BL23se han demostrado efectos antiinflamatorios después 
de la administración oral en ratones modelos de enfermedades inflamatorias intestinales 
(IBD)  (Foligne et al., 2007; Rochat et al., 2007). También se ha demostrado que esta 
cepa es capaz de adherirse ex vivo a mucosas colónicas humanas (Munoz-Provencio et 
al., 2010), y que junto con L. plantarum 299v restauran la homeostasis y reducen las 
señalizaciones que se producen durante la activación de linfocitos T en un modelo ex 
vivo de inflamación colónica (Bauerl et al., 2013). Además, un estudio reciente ha 
mostrado que L. casei BL23 es capaz de reducir el cáncer colorrectal inducido por 1,2-
dimetilhidracina (DMH) mediante la regulación de las poblaciones de linfocitos Treg y 
linfocitos Th17 (Lenoir et al., 2016). 
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2. Objetivos 
 
2.1. Objetivo general 
 
A los oligosacáridos de la leche humana (OLH) se les ha atribuido funciones 
protectoras y fisiológicas importantes para los niños, que incluyen una actividad 
prebiótica, esto es la estimulación del crecimiento de bacterias beneficiosas en el colon, 
y una actividad inmunomoduladora. Por un lado, a diferencia del género 
Bifidobacterium, que es capaz de fermentar OLH, para las especies del género 
Lactobacillus no hay información acerca del metabolismo de estos carbohidratos. Por 
otro lado, para demostrar la función biológica y para las aplicaciones potenciales de los 
OLH se requieren cantidades suficientes de estos estructuralmente definidos. Las 
dificultades encontradas para su extracción natural y síntesis química, plantea la 
necesidad de desarrollar apróximaciones enzimáticas. Con estos antecedentes en la 
presente Tesis Doctoral se propone evaluar la capacidad de especies del género 
Lactobacillus, que tiene muchas cepas con reconocidas propiedades probióticas, de 
metabolizar OLH específicos y determinar sus rutas metabólicas. Esto permitirá 
entender mejor la posible función de los OLH en la colonización por estas especies del 
tracto gastrointestinal de los niños, e identificar glicosidasas para mediante su actividad 
de transglicosidación sintetizar oligosacáridos. Para alcanzar este objetivo general se 
han propuesto los siguientes objetivos específicos:  
 
2.2. Objetivos específicos 
 
 
1. Identificación, y análisis molecular y funcional de los genes y proteínas 
correspondientes responsables de la utilización de la lacto-N-biosa (LNB) y 
galacto-N-biosa (GNB) en la especie Lactobacillus casei dirigido a determinar 
sus rutas metabólicas.  
 
2. Análisis molecular y funcional de los genes bnaG y manA, y sus 
correspondientes proteínas presentes en L. casei dirigido a determinar su función 
en el metabolismo de carbohidratos. 
 
2 – Objetivos 
 
56 
3. Identificación, análisis molecular y funcional de los genes y proteínas 
correspondientes responsables de la utilización de la N-acetillactosamina 
(LacNAc) en la especie L. casei dirigido a determinar su ruta metabólica. 
 
4. Síntesis de oligosacáridos (LNB y GNB) por medio de la actividad de 
transglicosidación de la glicosidasa GnbG de L. casei. Construcción de variantes 
de esta enzima por mutagénesis dirigida para mejorar la relación de la síntesis 
frente a la hidrólisis.  
 
5. Evaluación in vitro de las propiedades potenciales prebióticas de los disacáridos  
sintetizados en el objetivo 4. 
 
6. Evaluación in vitro del potencial inmunomodulador de los disacáridos  
sintetizados en el objetivo 4 y de disacáridos fucosil-N-acetilglucosamina.   
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3.1. Cepas, plásmidos y oligonucleótidos 
 
Las cepas de E. coli utilizadas a lo largo de este trabajo derivan de la cepa E. 
coli K-12, y las cepas de L. casei derivan de la cepa L. casei BL23, ambas se detallan en 
la Tabla 3.1. Los plásmidos y oligonucleótidos utilizados se detallan en las tablas 3.2 y 
3.3, respectivamente. Las cepas se conservaron a –80°C como suspensiones bacterianas 
en glicerol al 20%. El plásmido pRV300 (Leloup et al., 1997), utilizado para la 
inactivación insercional de genes en L. casei, fue mantenido y amplificado en E. coli 
DH10B. El plásmido pQE-80 fue adquirido de Qiagen. 
3.2. Medios de cultivo y condiciones de cultivo 
 
3.2.1. Medio LB (Luria-Bertani) y MRS (Man-Rogosa-Sharpe). Para el 
mantenimiento rutinario de las cepas de E. coli y durante la construcción de los 
plásmidos utilizados para la generación de mutantes, se utilizó medio LB (Oxoid) 
(extracto de levadura 5 g l-1; triptona 10 g l-1; y NaCl 5 g l-1), o medio LB sólido 
(conteniendo agar 1,5%). Para el mantenimiento rutinario de las cepas de L. casei se 
utilizó medio MRS (Difco) (extracto de levadura 5 g l-1; extracto de carne 10 g l-1; 
peptona 10 g l-1; Dextrosa 20 g l-1 ; Polisorbato 80 1 g l-1; Citrato de amonio 2 g l-1; 
Acetato de sodio 5 g l-1; Sulfato de magnesio 0,1 g l-1 ; Sulfato de manganeso 0,05 g l-1   
y fosfato dipotásico 2 g l-1), o medio MRS sólido (conteniendo agar 1,5%).  
 
3.2.2. Medio MRS basal. Los cultivos utilizados para determinar la utilización 
o no de oligosacáridos en las cepas de L. casei y para la extracción de RNA se 
desarrollaron en medio MRS basal (extracto de levadura 4 g l-1; peptona 10 g l-1; 
Polisorbato 80 1 g l-1; Citrato de triamonio 2 g l-1; Acetato de sodio 5 g l-1; Sulfato de 
magnesio 0,2 g l-1 y Sulfato de manganeso 0,05 g l-1) suplementado con 4 mM del 
azúcar correspondiente. 
 
3.2.3. Antibióticos y aditivos. Los antibióticos utilizados y sus concentraciones 
finales fueron: Ampicilina (Ap), 100 μg ml-1; kanamicina (Km), 50 μg ml-1 y 
eritromicina (Erm), 5 μg ml-1. En todos los casos, las soluciones de antibióticos, y los 
distintos azúcares utilizados se esterilizaron por filtración (membrana de acetato de 
celulosa de 0,22 μm de poro), y se agregaron a las concentraciones requeridas después 
de autoclavar los restantes componentes del medio (121°C, 1 atm, 15 min). 
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Cepa Características relevantesa 
Fuente  
o referencia 
E. coli 
DH10B F-mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 
ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 galK 
rpsL(StrR) endA1 nupG 
Invitrogen 
(Paisley, UK) 
BE50 Cepa utilizada para la expresión heteróloga de 
proteínas, BL21 (DE3) pREP4 GroES/GroEL, Kmr 
(Amrein et al., 
1995) 
GM119 F−supE44, lacY1, galK2, galT22, metB1, dcm-6, 
dam-3, tsx-78 λ− 
(Arraj and 
Marinus, 1983) 
PE155 DH10β portando pQEgnbR Este trabajo 
PE157 DH10β portando pQEgnbE Este trabajo 
PE158 BE50 portando pQEgnbF Este trabajo 
PE159 BE50 portando pQEgnbG Este trabajo 
PE168 BE50 portando pQEbnaG Este trabajo 
PE169 BE50 portando pQEmanA Este trabajo 
Gon31 BE50 portando pQEgnbG:mutend Este trabajo 
Gon48 DH10β portando pQElacG Este trabajo 
L. casei 
BL23 Silvestre CECT 5275 
BL126 BL23 ΔptsI (Monedero et al., 
1997) 
BL153 BL23 ΔlacE (Gosalbes et al., 
1999) 
BL155 BL23 ΔlacF (Gosalbes et al., 
1999) 
BL195 BL23 ΔlacT (Gosalbes et al., 
2000) 
BL380 BL23 ΔbnaG (mutación en el sitio SphI) Este trabajo 
BL381 BL23 ΔmanA (mutación en el sitio XagI) Este trabajo 
BL382 BL23 ΔgnbR (mutación en el sitio SphI) Este trabajo 
BL383 BL23 ΔgnbF (mutación en el sitio BclI) Este trabajo 
BL384 BL23 ΔgnbG (mutación en el sitio NdeI) Este trabajo 
BL385 BL23 ΔgnbC::pRV300ErmR Este trabajo 
BL388 BL23 ΔnagA::pRV300ErmR Este trabajo 
BL389 BL23 ΔgnbF nagA::pRV300ErmR Este trabajo 
BL391 BL23 Δglk::pRV300ErmR Este trabajo 
BL392 BL23 ΔsugK::pRV300ErmR Este trabajo 
BL393 BL23 ΔlacAB (Deleción de 204pb en el extremo 3´ 
de lacA y de 339pb en el extremo 5´ de lacB) 
Este trabajo 
BL397 BL23 ΔgnbE (Deleción de 266pb en el extremo 5´ 
de gnbE y desplazamiento del marco de lectura en 
el segundo sitio AsuII) 
Este trabajo 
BL400 BL23 ΔlacG (mutación en el sitio SphI) Este trabajo 
Tabla 3.1. Cepas de E. coli y L. casei utilizadas en este trabajo. 
a Ap, ampicilina; Erm, eritromicina; Km, kanamicina; CECT, Colección Española de 
Cultivos Tipo. 
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3.2.4. Cultivos para la extracción de RNA y para la determinación del 
consumo de oligosacáridos de las distintas cepas. Las cepas de L. casei se cultivaron 
a 37ºC sin agitación durante una noche en 10 ml de MRS basal sin azúcar. Estos fueron 
diluidos a una densidad óptica medida a 550 nm (OD550) inicial de 0,1 en el mismo 
medio suplementado con los carbohidratos a una concentración final de 4 mM. Los 
cultivos se llevaron a cabo en un lector de microplaca POLARstar Omega (BMG 
Labtech, Offenburg, Germany), utilizando placas multipocillos con 100 μl de volumen 
final, a 37°C y con una agitación de 20 segundos previa a cada medición de OD para 
Plásmido Características relevantes 
Fuente  
o referencia 
pRV300 Vector suicida Ampr, y Ermr de pAMb1 MCS 
flanqueado por promotores T7 y T3 
Leloup et al. 
(1997) 
pRV1bnaG pRV300 con fragmento interno de bnaG Este trabajo 
pRV1manA pRV300 con fragmento interno de manA Este trabajo 
pRV1gnbR pRV300 con fragmento interno de gnbR Este trabajo 
pRV1gnbF pRV300 c/ fragmento interno de gnbF Este trabajo 
pRV1gnbG pRV300 c/ fragmento interno de gnbG Este trabajo 
pRV1gnbC pRV300 c/ fragmento interno de gnbC Este trabajo 
pRVnagA pRV300 c/ fragmento interno de nagA Este trabajo 
pRVglk pRV300 c/ fragmento interno de glk Este trabajo 
pRVsugK pRV300 c/ fragmento interno de sugK Este trabajo 
pRV1lacAB pRV300 c/ fragmento interno de lacA y lacB  Este trabajo 
pRV1gnbE pRV300 c/ fragmento interno de gnbE Este trabajo 
pRV1lacG pRV300 c/ fragmento interno de lacG Este trabajo 
pRVbnaG pRV300 c/ fragmento interno de bnaG mutado Este trabajo 
pRVmanA pRV300 c/ fragmento interno de manA mutado Este trabajo 
pRVgnbR pRV300 c/ fragmento interno de gnbR mutado Este trabajo 
pRVgnbF pRV300 c/ fragmento interno de gnbF mutado Este trabajo 
pRVgnbG pRV300 c/ fragmento interno de gnbG mutado Este trabajo 
pRVgnbE pRV300 c/ fragmento interno de gnbE mutado Este trabajo 
pRVlacG pRV300 c/ fragmento interno de lacG mutado Este trabajo 
pRVlacAB pRV300 c/ fragmento interno de lacA y lacB mutado Este trabajo 
   
pQE-80 Vector de expresión utilizado para la producción de 
proteínas recombinantes, lac repressor, oriColE1, Ampr 
Qiagen 
pQEbnaG Vector de expresión con la región  codificante de bnaG Este trabajo 
pQEmanA Vector de expresión con la región  codificante de manA Este trabajo 
pQEgnbR Vector de expresión con la región  codificante de gnbR Este trabajo 
pQEgnbE Vector de expresión con la región  codificante de gnbE Este trabajo 
pQEgnbF Vector de expresión con la región  codificante de gnbF Este trabajo 
pQEgnbGMutEnd Vector de expresión con la región  codificante de gnbG 
sin los últimos tres ácidos glutámicos 
Este trabajo 
pQEgnbG Vector de expresión con la región  codificante de gnbG Este trabajo 
pQElacG Vector de expresión con la región  codificante de lacG Este trabajo 
Tabla 3.2. Plásmidos utilizados en este trabajo. 
   3 – Materiales y métodos 
 
62 
evitar la sedimentación de la biomasa. Las mediciones de OD550 se realizaron 
automáticamente cada 30 minutos durante 25 horas. Para la extracción de RNA las 
células se recogieron en la fase exponencial. Las tasas de crecimiento (μ) fueron 
calculadas utilizando el modelo de Gompertz (GraphPad Software, San Diego, CA, 
EE.UU). 
 
Oligonucleótido Secuencia 
LNBReg3 5’-TTA GAA CGT AAT GAG AAC GC-3’ 
LNBReg4 5’-TGC GGC CGT CAC CTG ATC-3’ 
LNB1Fow 5’-AGC TGC TGC TGA TAA CAC CC-3’ 
LNB1Rev 
LNB2Fow 
5’-TCG GCT GGG CGA ACT AAG-3’ 
5’-TTC ATA GTG TCA CGC AAG G-3’ 
LNB2Rev 
LNB3Fow 
5’-TGA ACG TCA TGG TGC CAT C-3’ 
5’-CAT TCA CAT TGT TTC AGT CG-3’ 
LNB3Rev 5’-CGT  TAG TTC AAG CAC CTT C-3’ 
LNB4Fow 5’-TCT TCC AGA AGC TTA TCA GG-3’ 
LNB4Rev 5’-GG AAT TCG CCA AGG ACG -3’ 
LNB5Fow 5’-TCG ATC GAT CAT GAG TTT ATG-3’ 
LNB5Rev 5’-TGC CTC ATC GCT GGC TTG-3’ 
LNBIICFow 5’-GGG CTG CAG GAA TTC GAT ATC CAC ACA GTT GAT GGT TCT TG-3’ 
LNBIICRev 5’-GGT ATC GAT AAG CTT GAT ATC AGC TAC CCC AGC AAC TGC-3’ 
lacAfor 5’-GCT AGC CCC GAA GAA GGC-3’ 
lacBrev 5’-AAA GCA GCA GGC CAG CTT G-3’ 
lacGfor 5’-CAA GGA AGA CGG TAA AGG-3’ 
lacGrev 5’-CCA ACG GAT AGT CAT TAT G-3’ 
nagAfor 5’-CTC TTA CCT TCT GGC ATG-3’ 
nagArev 5’-ATG ACG CAG TCA ACT GAG-3’ 
VerifnagA 5’-TGT GCT TGC ATC AGA TCC-3’ 
18750For 5’-GCC AAG CCA AGA AAG TAG-3’ 
18750Rev 5’-TTG TCG GTA TCG GTA TGG-3’ 
Verif18750 5’-ATT CTT GCG TAA ACG CCG-3’ 
29280For 5’-TGC CGC CGC CAA TGA TG-3’ 
29280Rev 5’-GGT ATC GGG TTG GCT TTG-3’ 
Verif29280 5’-AGG ACA TTT TCT TCG ATC G-3’ 
pRV300For 5’-GTT TTC CCA GTC ACG AC-3’ 
pRV300Rev 5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’ 
2860 BamHIFW 5’-TTT TGG ATC CGC TGA TAA CAC CTT GAA AAG CG-3’ 
2860 HindIIIRV 5’-TTT TAA GCT TTT TAC CGG TCT GGA TTC ACA ATG G-3’ 
2870 BamHIFW 5’-TTT TGG ATC CTT GAC AGA ACC ATT ATT TTT AAA ACC-3’ 
2870 HindIIIRV 5’-TTT TAA GCT TTT ATG CGT CTA CCC CTG GAG TAG-3’ 
2880 BamHIFW 5’-TTT TGG ATC CAT GGA AAA GGT TCC GTT GAC G-3’ 
2880 HindIIIRV 5’-TTT TAA GCT TCT AGT GAT TAA CGT GAT GTA CGT G-3’ 
2890 BamHIFW 5’-TTT TGG ATC CTT GTT CGA AAA AAC AAC TGA AG-3’ 
2890 PstIRV 5’-TTT TCT GCAGCT ATT CCT TAC CAG CGT AAT C-3’ 
2900 BamHIFW 5’-TTT TGG ATC CAT GAG TTA CTA CAT TCA CGC TG -3’ 
2900 PstIRV 5’-TTT TCT GCA GTC ATG CTT CAG CTT GAT AGC C-3’ 
2910 BamHIFW 5’-TTT TGG ATC CAT GAC GAC CTT TTC GAT CGA TC-3’ 
2910 HindIIIRV 5’-TTT TAA GCT TTT ATT CCT CCT CTG TGT TCA GTT C-3’ 
2910 HindIIIRV 
MutEnd 
5’-TTT AAG CTT TTA TGT GTT CAG TTC CTT AAA TAT TGG G-3’ 
7280 NcoIFW 5’-TTT TCC ATG GGT AAA CAG CTA CCT CAA G-3’ 
7280 XhoIRV 5’-TTT TCT CGA GAT CCG GAA TGA TGT GGG-3’ 
pQE-80For 5’- CCC GAA AAG TGC CAC CTG-3’ 
pQE-80Rev 5’- GTT CTG AGG TCA TTA CTG G-3’ 
qPCR2860for 5’-GTC GAT ACT GGC GGC TGG GC-3’ 
qPCR2860rev 5’-TGG CCA TCG CCG CTAA GTC G-3’ 
qPCR2870for 5’-TGC TTA TGC TGC GGC CCA CG-3’ 
qPCR2870rev 5’-TGC TCC CAA TCG CCG GCT TC-3’ 
Tabla 3.3. Oligonucleótidos utilizados en este trabajo. 
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qPCR2880for 5’-CGA GTT GCA CCA GCG TCA GC-3’ 
qPCR2880rev 5’-CGC GCG AGC CAC ACT CAA GG-3’ 
qPCR2890for 5’-TTG TGG CGC GTG AAG CCG AA-3’ 
qPCR2890rev 5’-TCA GGC GAG TTT CGC GGG TC-3’ 
qPCR2900for 5’-GAC GGC ACG GTG GTG GCT TT-3’ 
qPCR2900rev 5’-GCG ATG GCT CAA CGG GCT CA-3’ 
qPCR2910for 5’-CGG CGA TTG GCA AGC AGG GA-3’ 
qPCR2910rev 5’-CAA CGT TGG CCC CTT CCC CC-3’ 
qPCR2930for 5’-GGG GTC GGC ACA TTC GGT GG-3’ 
qPCR2930rev 5’-CTG GCT TCA TGC CGG GCG CTA-3’ 
qPCRlacTfor 5’-TTG TAA GGG GAC GTG GCA TC-3’ 
qPCRlacTrev 5’-TTG TCG GGA AGT CTC GTT CG-3’ 
qPCRlacEfor 5’-TTG GCC ATG AAC ACG ATG GA-3’ 
qPCRlacErev 5’-CCG AAA GTG CAT GGC ACA AA-3’ 
qPCRlacGfor 5’-AAG TCG AAG GAG CCA CCA AG-3’ 
qPCRlacGrev 5’-GAA CCG CCC CTG TTT ATC CA-3’ 
qPCRlacFfor 5’-GGT TTT GCA CTT GTG GCG TA-3’ 
qPCRlacFrev 5’-CTG TTG GGC CTT CTC AAC CA-3’ 
Pre2860for 5’-GCT GCT AGT CGC ATG CTG-3’ 
Pre2860rev 5’-AAC TTC AAC CTC CTT TTG TGG-3’ 
Pre2880Afor 5’-GTT GCG GAT CAT CAG GTG-3’ 
Pre2880Arev 5’-AGA CAT TTC CAT AAT TAG ACC-3’ 
Pre2880Bfor 5’-GTC TGT TAC CGC TGA ATT C-3’ 
Pre2880Brev 5’-CAT CTC ACC TCC ACG TGG-3’ 
 
3.3. Manipulaciones genéticas 
 
3.3.1. Aislamiento de DNA. La purificación de DNA cromosómico de L. casei 
se llevó a cabo según se ha descrito previamente (Posno et al., 1991). 
La purificación de DNA plasmídico de E. coli se realizó según el protocolo 
descrito previamente (Birnboim and Doly, 1979). Brevemente, el sedimento celular 
proveniente de 1,5 ml de cultivo (crecido a saturación en LB adicionado con los 
antibióticos adecuados) se resuspendió en 150 μl de una solución de Tris·HCl 25 mM 
(pH = 8,0); EDTA 10 mM; glucosa 50 mM; y RNAsa A 100 μg ml-1. Después se 
agregaron 150 μl de solución de lisis, conteniendo NaOH 200 mM y SDS 1%, 
mezclando el tubo por inversión hasta que la suspensión se volvió translúcida. Después 
de incubar 5 min a temperatura ambiente, se agregaron 150 μl de solución de 
CH3COOK 3 M (pH = 5,5), se mezcló por inversión, y los tubos se colocaron en hielo 
durante 10 min. La suspensión se centrifugó a 15.000 g durante 10 min, el sobrenadante 
se transfirió a un nuevo tubo y se agregaron 900 μl de etanol absoluto previamente 
enfriado para precipitar el DNA. La solución resultante se centrifugó a velocidad 
máxima (15.000 g) durante 20 min para sedimentar el DNA. Se procedió a lavar el 
pellet con etanol al 70% y tras este lavado se descartó el sobrenadante, y tras secar el 
sedimento de DNA durante 10 min a temperatura ambiente, se resuspendió en 20 μl de 
H2O deionizada estéril. Para preparaciones de DNA plasmídico de alta pureza, se utilizó 
el kit comercial illustra plasmidPrep Mini Spin (GE Healthcare, UK). 
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3.3.2. Transformación con DNA plasmídico. E. coli fue transformada por 
electroporación con un Gene Pulser (Bio-Rad Laboratories) siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. L. casei fue transformado según se ha descrito 
previamente (Posno et al. 1991). 
 
3.3.3. Reacciones de amplificación de DNA por PCR. Las reacciones de PCR 
para la obtención de fragmentos de inserción durante la construcción de mutantes y las 
utilizadas para analizar por secuenciación las mutantes siguieron el mismo protocolo 
general (Link et al., 1997; Sambrook and Russell., 2001). Las mezclas de reacción de 
PCR contienen Tris·HCl 10 mM pH 9,0; KCl 50 mM; MgCl2 1,25 mM; 0,1 mM de 
cada deoxinucleósido trifosfato; 10 μM de cada oligonucleótido cebador; 100 ng de 
DNA y 1 U de Expand High Fidelity System (Roche). El DNA en la reacción de PCR 
fue desnaturalizado a 94°C (5 min), y la amplificación se llevó a cabo en 30 ciclos que 
consistieron de un paso inicial de desnaturalización (30 s a 94°C), unión de los 
oligonucleótidos a las secuencias homólogas (30 s a 50°C), y extensión (tiempo variable 
según el tamaño del fragmento de DNA a amplificar  a 72°C), seguidos de una 
extensión final de 5 min a 72°C. Los oligonucleótidos utilizados durante la construcción 
de mutantes y para la comprobación de las mismas se detallan en el texto en las 
secciones correspondientes. 
 
3.3.4. Electroforesis en geles de agarosa. Los geles de agarosa para análisis y 
purificación de fragmentos de DNA fueron preparados de acuerdo a Sambrook y 
Russell (2001). La concentración de agarosa se varió entre 0,8% y 1%, según el tamaño 
del fragmento a analizar. Las electroforesis se realizaron utilizando solución TBE (Tris-
borate 90 mM, EDTA 2 mM) a 100-120 V en cubetas de electroforesis Ecogen 
(Barcelona, España). Como marcadores de peso molecular se utilizó DNA del 
bacteriófago  digerido con PstI (Fermentas, Canada). Los geles contenían bromuro de 
etidio 0,01 μl ml-1 y se visualizaron en un trans-iluminador de luz ultravioleta (UV). 
 
3.3.5. Ensayos de retardo en gel. La región de DNA por encima del gen gnbR 
fue amplificada mediante PCR utilizando las siguientes combinaciones de cebadores, 
Pre2880Afor y Pre2880Arev, Pre2880Bfor y Pre2880Brev y se obtuvieron dos 
fragmentos de 192pb y 172pb, respectivamente. Ambos fragmentos (250ng) 
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separadamente fueron incubados 10 min a 37ºC en tampón de interacción (20 mM Tris-
HCl pH 7, 5 mM MgCl2, 40 mM KCl y 10% glicerol), después se añadieron diferentes 
concentraciones de la proteína purificada 6XHis-RegLNB (ver más adelante) en un 
volumen final de 25µl y se incubó nuevamente durante 30 min a 37ºC. 
Los complejos DNA-proteína fueron separados en un gel nativo de 
poliacrilamida al 6%, utilizando Tris-EDTA (pH 7,5) como tampón de electroforesis. 
Los fragmentos de DNA fueron observados tras tinción con una solución de bromuro de 
etidio 0,01 μl ml-1 y se visualizaron en un trans-iluminador UV. 
 
3.3.6. Ensayos de footprinting. Para realizar el ensayo de footprinting se 
sintetizaron por PCR dos sondas de DNA marcadas con [ɣ-32P]. Se utilizó el fragmento 
de 172 pb descrito en el apartado de “ensayos de retardo en gel” como  molde y los 
oligonucleótidos Pre2880Bfor o Pre2880Brev, que previamente fueron marcados con 
[ɣ-32P] dATP utilizando la enzima Optikinase (Affymetrix), junto con el segundo 
oligonucleótido correspondiente Pre2880Bfor o Pre2880Brev sin marcar. Las 
reacciones de interacción se llevaron a cabo en tampón de interacción junto con 30000 
dpm de fragmentos de PCR marcados, 0,5 μg de DNA de esperma de arenque y 20 μg 
de 6xHis-GnbR en un volumen final de 25 μl. Después de incubar por 30 minutos a 
37ºC, el DNA se digirió con 0,04 U de DNasa I (Roche) en el tampón apropiado (10 
mM MgCl2, 5mM CaCl2) durante 1 minuto a temperatura ambiente. La reacción fue 
detenida mediante el agregado de tampón de carga 2X y calentando a 90ºC por 3 
minutos. Los fragmentos de DNA fueron separados en un gel de secuenciación de 
poliacrilamida al 7% con urea en tampón 0,5x TBE. Como patrón de referencia se 
utilizó una reacción de secuenciación generada por el método A+G Maxam and Gilbert 
(Sambrook et al., 1989) con los mismos oligonucleótidos marcados. Después de la 
electroforesis el gel se transfirió a un papel Watman y se secó a vacío. Tras exponer 
durante una noche una pantalla de autoradiografía se reveló por el sistema para muestras 
fluorescentes y radioactivas FLA-5000 (Fujifilm). 
 
3.3.7. Ensayos de southernblot. El DNA cromosómico fue aislado de las 
distintas cepas de Lactobacillus utilizando el kit de extracción de DNA genómico 
REALPURE “SSS” (Durviz, Paterna, España). La sonda de DNA fue sintetizada por 
PCR utilizando como molde DNA cromosómico de L. casei BL23,  la mezcla de 
deoxinucleótidos trifosfato marcados con digoxigenina (PCR digoxigenin-labeling mix, 
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Roche), Taq DNA polimerasa (Expand High Fidelity PCR system, Roche, Manheim, 
Alemania) y los oligonucleótidos LNB5Fow y LNB5Rev. El DNA cromosómico de las 
distintas cepas fue digerido con la enzima de restricción EcoRV. Posteriormente fue 
separado en un gel de agarosa al 0,8% y transferido a una membrana de nylon mediante 
capilaridad (Sambrook et al. 1989). La hibridación, lavados y tinciones fueron 
realizadas según las recomendaciones de la casa comercial utilizando el sustrato 
quimioluminicente CDP-Star (Roche) y se obtuvieron las imágenes con el analizador de 
imagen luminiscente LAS-1000 (Fujifilm) 
 
3.3.8. Búsqueda bioinformática y diseño de oligonucleótidos cebadores. La 
búsqueda de genes, sitios de restricción, secuencias promotoras y/o reguladoras se 
realizó utilizando la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; 
disponible a través del sitio de Internet del National Center for Biotechnology 
Information, Bethesda, Maryland, EE.UU.). Los cebadores para reacciones de PCR se 
diseñaron con el programa DNAMAN 4.0 (Lynnon BioSoft). 
 
3.3.9. Generación de mutantes derivados de L. casei BL23. Se obtuvieron 
fragmentos internos de los genes gnbR, gnbE, gnbF, gnbG, gnbC, bnaG, manA, lacG, 
nagA, glk, sugK y lacAB mediante PCR, utilizando DNA cromosómico de L. casei 
como molde. En la Fig. 3.1. se muestra como ejemplo la inactivación de gnbR. El 
fragmento de gnbR se obtuvo con los oligonucleótidos LNBReg3 y LNBReg4; el de 
gnbE con los oligonucleótidos LNB3Fow y LNB3Rev; el de gnbF con los 
oligonucleótidos LNB4Fow y LNB4Rev; el de gnbG con los oligonucleótidos 
LNB5Fow y LNB5Rev; el de gnbC con los oligonucleótidos LNBIICFow y 
LNBIICRev; el de bnaG con los oligonucleótidos LNB1Fow y LNB1Rev; el de manA 
con los oligonucleótidos LNB2Fow y LNB2Rev; el de lacG con los oligonucleótidos 
lacGfor y lacGrev; el de nagA con los oligonucleótidos nagAfor y nagArev; el de glk 
con los oligonucleótidos 18750for y 18750rev; el de sugK con los oligonucleótidos 
29280for y 29280rev y el de lacAB con los oligonucleótidos lacAfor y lacBrev. Estos 
fragmentos de DNA fueron purificados y clonados en el vector integrativo pRV300 
previamente digerido con EcoRV, dando lugar a los plásmidos pRV1gnbR, pRV1gnbE, 
pRV1gnbF, pRV1gnbG, pRV1gnbC, pRV1bnaG, pRV1manA, pRV1lacG, pRVnagA, 
pRVglk, pRVsugK- y pRV1lacAB, respectivamente. Posteriormente estos plásmidos 
(con excepción de pRVgnbC, pRVnagA, pRVglk y pRVsugK) fueron digeridos por una 
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enzima de restricción concreta, SphI, AsuII, BclI, NdeI, SphI, XagI, SphI y NdeI, y 
tratados con el fragmento Klenow de la polimerasa (Roche), dando lugar a los 
plásmidos pRVgnbR, pRVgnbE, pRVgnbF, pRVgnbG, pRVbnaG, pRVmanA, 
pRVlacG y pRVlacAB, respectivamente. Cada uno de estos plásmidos se utilizó para 
transformar L. casei BL23 y se seleccionó un clon resistente a eritromicina de cada gen 
con el plásmido integrado. 
 
La correcta ubicación de la integración cromosómica fue confirmada mediante 
PCR, utilizando para ello un oligonucleótido del plásmido y un oligonucleótido externo 
al gen inactivado. Un clon de cada transformación fue cultivado por 200 generaciones 
en ausencia de eritromicina y posteriormente se seleccionaron clones sensibles a 
eritromicina, en los cuales se había producido la segunda recombinación (Fig. 3.1). Para 
determinar cuáles de estos clones portaban el alelo en el cual se generó el 
desplazamiento del marco de lectura (habían perdido el sitio de restricción) se utilizó 
PCR y digestión enzimática. Finalmente cada mutante fue confirmado mediante 
secuenciación.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.1. Representación esquemática de la inactivación génica por desplazamiento del 
marco de lectura en gnbR en el cromosoma de L. casei. Se indica con flechas negras los 
oligonucleótidos LNBReg3 y LNBReg4, y con una flecha quebrada amarilla el 
desplazamiento de marco de lectura.  
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3.3.10. Secuenciación de DNA y análisis de secuencias. La secuenciación de 
fragmentos de DNA se realizó en el Servicio Central de Soporte a la Investigación 
Experimental (SCSIE) de la Universidad de Valencia (Burjassot, Valencia, España). En 
todos los casos, los protocolos de secuenciación se basaron esencialmente en el método 
de interrupción de cadena por dideoxinucleótidos (Sanger et al., 1977). El análisis de las 
secuencias y alineamientos múltiples se llevó a cabo utilizando la herramienta BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool; disponible a través del sitio de Internet del 
National Center for Biotechnology Information, Bethesda, Maryland, EE.UU.). 
 
3.3.11. Aislamiento de RNA, RT-PCR y PCR cuantitativa (RT-qPCR). El 
aislamiento de RNA de L. casei se realizó a partir de células cultivadas hasta una OD550 
de 0,5 en MRS basal suplementado con 4mM del azúcar correspondiente. Las células 
fueron recogidas por centrifugación, lavadas con 50mM EDTA a pH 8-,0 y 
resuspendidas en 1ml de Trizol (Invitrogen, Life Technologies). Tras adicionar 1 gramo 
de esferas de cristal de 0,1 mm de diámetro las células fueron lisadas mecánicamente en 
un Mini-Beadbeater (Biospec Products, Bartlesville, OK). El RNA total fue aislado 
según el protocolo proporcionado por el fabricante del Trizol y la determinación de la 
concentración obtenida se realizó con el espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 
(Thermo Fisher Scientific, California, EE.UU). Cien nanogramos de RNA fueron 
tratados con DNAsa I, RNAsa free (Fermentas), y 50 ng del RNA tratado fueron 
retrotranscritos (RT) usando el kit Maxima First Strand cDNA (Fermentas) y siguiendo 
las recomendaciones del fabricante. El cDNA resultante fue utilizado para realizar PCR 
cuantitativa (qPCR) de los genes correspondientes utilizando un sistema LightCycler 
(Roche) y LC Fast Start DNA Master SYBR Green I (Roche). Las condiciones de 
amplificación se muestran en la tabla 3.4. La expresión relativa basada en la relación 
entre las condiciones probadas y la condición de referencia fue calculada con el 
software REST (Pfaffl et al., 2002). 
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Paso Temperatura Duración Nº  de ciclos 
Pre-incubación 95ºC 10 minutos 1 
 
 95ºC 10 segundos  
Amplificación 55ºC 20 segundos 45 
  72ºC  20 segundos  
-  95ºC 15 segundos  
 
Curva de melting 65ºC 10 segundos 1 
  
97ºC  continuo  
 Enfriamiento 40ºC 30 segundos  1 
  
3.4. Métodos analíticos 
 
 3.4.1. Determinación de azúcares residuales en el medio de cultivo y 
productos de hidrólisis enzimática y transglicosidación. La presencia residual de los 
distintos azúcares (N-acetil-glucosamina, N-acetil-galactosamina, galactosa, glucosa, 
manosa, lactosa, LNB, GNB, N-acetil-lactosamina, GlcNAcβ1-3Man, lacto-N-triosa y 
LNnT) se determinó en los sobrenadantes de cultivo, obtenidos por centrifugación 
durante 1 min a 15.000 g a 4°C. Los sobrenadantes se filtraron a través de membranas 
de 0,22 μm de poro, y se guardaron a 4°C hasta el análisis por cromatografía líquida de 
alta presión (HPLC). Los azúcares fueron detectados utilizando un equipo HPLC (Jasco 
PU-2080Plus, Japón) acoplado a un detector de índice de refracción (Jasco RI-
2031Plus) con una columna de intercambio aniónico Rezex RCM-Monosacáridos 
(Phenomenex) según lo descrito previamente (Plaga et al., 1989) con modificaciones. 
La columna se mantuvo a 80ºC y las muestras se eluyeron de modo isocrático utilizando 
agua como fase móvil a un flujo de 0,6 ml min-1. Los productos de las reacciones de 
transgalactosidación fueron determinados siguiendo el mismo protocolo, con excepción 
de la centrifugación inicial.  
El sistema Dionex (Thermo Fisher Scientific), con una columna CarboPac 
PA100 y detector amperométrico de pulsos fue utilizado para analizar las reacciones 
enzimáticas de las glicosil-hidrolasas purificadas (GnbG, BnaG y LacG) con los 
distintos oligosacáridos naturales. Se utilizó un gradiente combinado de 100 a 300 mM 
NaOH y de 0 a 300 mM de ácido acético (100 mM NaOH por 2 minutos, de 100 a 300 
mM NaOH en 3 minutos, 300 mM NaOH y de 0 a 300 mM ácido acético en 15 
minutos) con un flujo de 1ml min-1. Los oligo- y monosacáridos fueron confirmados por 
comparación con los tiempos de retención de los estándares correspondientes. 
Tabla 3.4. Condiciones de amplificación de las reacciones de qPCR 
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3.4.2. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN). Para 
confirmar la estructura de los azúcares LNB y GNB, producidos mediante 
transglicosidación, las muestras fueron liofilizadas y disueltas en 550 μl de agua 
deuterada para ser analizadas mediante RMN. El espectro de RMN fue adquirido a 27ºC 
utilizando un espectrómetro Bruker AvanceII 600Mhz, equipado con una criosonda TCI 
de 5mm. El espectro monodimensional (1D) de 1H con presaturación y periodo de 
mezcla para supresión de agua, y línea base mejorada, fue adquirido con 256 
transientes. Los experimentos 1H-13C heteronucleares de coherencia cuántica única 
(HSQC) fueron adquiridos con 200 transientes sobre una anchura espectral de 3,5 (para 
1H) y 30ppm (para 13C) y con 128 puntos en la dimensión indirecta. Los experimentos 
de correlación espectroscópica total (TOCSY) fueron adquiridos con 32 transientes 
sobre una anchura espectral de 3,5ppm en ambas dimensiones y 128 puntos en la 
dimensión indirecta. El espectro de RMN fue procesado con el programa MestReNoeva 
8.1 (© 2013 Mestrelab Research S.L.). 
 
3.5. Manipulación de proteínas 
 
3.5.1. Clonación, expresión y purificación de 6XHis-GnbR, 6XHis-GnbE, 
6XHis-GnbF, 6XHis-GnbG, 6XHis-GnbGMutEnd, 6XHis-BnaG, 6XHis-ManA y 
6XHis-LacG. Las regiones codificantes de los genes gnbR, gnbE, gnbF, gnbG, bnaG, 
manA y lacG fueron amplificadas por PCR utilizando DNA de L. casei BL23 como 
molde y los pares de cebadores: 2880BamHIFw / 2880HindIIIRv, 2890BamHIFw / 
2890PstIRv, 2900BamHIFw / 2900HindIIIRv, 2910BamHIFw / 2910HindIIIRv, 
2910BamHIFw / 2910HindIIIRvMutEnd, 2860BamHIFw / 2860HindIIIRv, 2870BamHIFw / 
2870HindIIIRv y  7280NcoIFw / 7280XhoIRv,  respectivamente, con la adición de sitios de 
restricción en los extremos 5’ y 3’ de las regiones codificantes. Los fragmentos de PCR 
fueron digeridos con las enzimas de restricción correspondientes, y clonadas en el 
vector de expresión pQE80 previamente digerido con las mismas enzimas de 
restricción. Los plásmidos resultantes, pQEgnbR, pQEgnbeE, pQEgnbF, pQEgnbG, 
pQEgnbGMutEnd, pQEbnaG, pQEmanA y pQElacG fueron utilizados para transformar 
E. coli DH10B, previa verificación de la correcta secuencia de los insertos por 
secuenciación de DNA. La expresión de proteínas a partir de pQEgnbF, pQEgnbG, 
pQEgnbGMutEnd, pQEbnaG y pQEmanA generó la formación de cuerpos de inclusión 
y dichas proteínas no pudieron obtenerse en buena cantidad de forma soluble. Esos 
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plásmidos fueron utilizados para transformar E. coli BE50, una cepa que contiene el 
plásmido pREPGroES/GroEL que codifica para las chaperonas GroES y GroEL de E. 
coli, mejorando la solubilidad de las proteínas recombinantes (Dale et al., 1994). Un 
clon de cada uno, PE155 (pQEgnbR), PE157 (pQEgnbE), PE158 (pQEgnbF) y PE159 
(pQEgnbG), Gon31 (pQEgnbGMutEnd), PE168 (pQEbnaG), PE169 (pQEmanA) y 
Gon48 (pQElacG) fue crecido en 0,5L de medio de cultivo Luria-Bertani con los 
antibióticos apropiados a 20ºC y con agitación. Cuando los cultivos alcanzaron una 
OD550 de 1.0, se añadió IPTG (1mM) y se incubó durante 5 horas. Las células fueron 
recolectadas por centrifugación a 5.500 g y 4°C durante 15 minutos y resuspendidas en 
tampón de lisis (Tris·HCl 50 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, NaSO4 50mM, DDT 0,5 mM 
y PMSF 1mM). Las suspensiones fueron tratadas con 1 mg ml-1 de lisozima a 
temperatura ambiente por 30 minutos. La ruptura de las células se realizó por sonicación 
(Ultrasonic Homogenizer; Cole Parmer Instruments Co., Chicago, Illinois, EE.UU.). Se 
efectuaron 6 ciclos de sonicación de 20 s cada uno, con intervalos en baño de hielo entre 
cada ciclo de 40 s.  Los restos celulares fueron eliminados mediante centrifugación a 
12000 g por 20 minutos a 4ºC. Los extractos clarificados fueron cargados en una 
columna Ni Sepharose 6 Fast Flow (HisTrap affinity columns, GE Healthcare) y las 
proteínas fueron purificadas utilizando un equipo FPLC Akta Prime (GE Healthcare). 
Después del lavado de las columnas con tampón A (Tris·HCl 50 mM, pH 7,5, NaCl 100 
mM, NaSO4 50mM) suplementado con 10 mM de imidazol, las proteínas fueron 
eluídas con un gradiente creciente de imidazol 10-500 mM. Las fracciónes con las 
proteínas de interés fueron analizadas por geles SDS-PAGE, dializadas frente a 
Tris·HCl 100 mM, pH 7,5 con 20% de glicerol y congeladas a -80ºC. La concentración 
final de proteínas fue determinada por la absorbancia medida a 280 nm utilizando un 
nanodrop (Thermo Fisher Scientific) y mediante el método de bradford (Lowry et al., 
1951). 
 
3.5.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida. Las electroforesis 
desnaturalizantes en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS) se realizaron en una 
unidad de electroforesis para proteínas vertical moniprotean tetra (10 cm × 10 cm × 1 
mm; BioRad Labs.), esencialmente de acuerdo al protocolo descrito por (Laemmli, 
1970). Se utilizó una concentración de acrilamida en el gel separador de 10% al 15% 
dependiendo del peso molecular de la proteína, mientras que la concentración en el gel 
   3 – Materiales y métodos 
 
72 
concentrador fue de 4,5%. El tampón de electroforesis contuvo Tris 25 mM; glicina 0,2 
M; y SDS 3,5 mM. La electroforesis se desarrolló con voltaje constante (120 v).  
 
3.5.3. Ensayo de actividad de las enzimas 6XHis-GnbG, 6XHis-
GnbGMutEnd, 6XHis-BnaG y 6XHis-LacG. La actividad de 6XHis-GnbG, 6XHis-
GnbGMutEnd, 6XHis-BnaG y 6XHis-LacG purificadas fue ensayada a 37ºC utilizando 
diferentes 2/4-nitrofenil(NP)-azúcares a 5 mM en placas multiwell de 96 pocillos. La 
liberación de 2/4-NP fue medida siguiendo el cambio continuo en la absorbancia a 404 
nm con un lector de microplacas POLARstar Omega (BMG Labtech, Offenburg, 
Alemania). Las mezclas de reacción (100 μl) con el sustrato en tampón Tris.HCl 100 
mM, pH 7,0 fueron iniciadas por la adición de 1 μg de cada enzima purificada. El pH 
óptimo fue determinado con 5 mM 2-NP-β-D-galactopiranosido (GnbG), 2-NP-β-D-
galactopiranosido-6-fosfato (LacG) o 4-NP-N-acetil-β-D-glucosaminido (BnaG) en 
tampón fosfato-citrato 100 mM (pH 3,0-7,0) y tampón glicina-NaOH 100 mM (pH 7,5-
9,5). La temperatura óptima fue analizada en el rango de 20ºC a 60ºC en el pH óptimo. 
Los estudios cinéticos fueron realizados en tampón Tris.HCl 100 mM, pH 7 a 37ºC con 
2-NP-β-D-galactopiranosido (GnbG), 2-NP-β-D-galactopiranosido-6-fosfato (LacG) o 
4-NP-N-acetil--D-glucosaminido (BnaG) en el rango entre 0,5 a 7,5 mM. 
Para determinar la capacidad de estas enzimas de hidrolizar oligosacáridos 
naturales, varios sustratos fueron probados. Las reacciones (100 μl) fueron realizadas a 
37ºC durante 16 horas usando 4 mM de sustrato en tampón Tris HCl 100 mM, pH 7,0. 
Las reacciones fueron analizadas por HPLC como se describió anteriormente. 
 
3.5.4. Ensayo de actividad de las enzimas 6XHis-GnbF (N-
Acetilgalactosamina-6P deacetilasa) y 6XHis-GnbE (Galactosamina-6P 
deaminasa/isomerasa). La actividad de 6XHis-GnbF y 6XHis-GnbE purificadas fue 
determinada utilizando ambas enzimas en reacciones acopladas como las descritas 
previamente (Leyn et al., 2012) con algunas modificaciones. El ensayo se basa en la 
liberación de amonio durante la conversión de galactosamina-6P por la actividad de 
GnbE. El amonio es acoplado a la oxidación de NADH a NAD+ por la glutamato 
hidrogenasa, y la desaparición de NADH fue medida siguiendo los cambios continuos 
en la absorbancia a 340 nm utilizando un lector de microplacas POLARstar Omega 
(BMG Labtech, Offenburg, Alemania). Las reacciones (200 μl) se realizaron a 37ºC en 
tampón Tris HCl 100 mM, pH 7,5, con GalNAc-6P 2 mM, 20 mM MgCl2, 1 mM α-
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ketoglutarato, 0,3 mM NADH, 2 U de glutamato dehidrogenasa (Fluka), 1 μg de GnbF 
y 0,5 μg de GnbE. La actividad también fue ensayada con GlcNAc-6P 2 mM como 
sustrato. Como control se realizaron reacciones con cada una de las enzimas por 
separado.  
 
3.5.5. Ensayo de actividad de la enzima 6XHis-ManA (Manosa-6P 
isomerasa). La actividad de 6XHis-ManA purificada fue ensayada como se ha descrito 
previamente (Gill et al. 1986) con algunas modificaciones. Las reacciones (100 μl) se 
realizaron en tampón Tris HCl 50 mM, pH 8, con MgCl2 0,5 mM, NADP 1 mM, 0,5 U 
de fosfoglucosa isomerasa, 1 U de glucosa-6P dehidrogenasa y manosa-6P 3 mM. Las 
reacciones se iniciaron añadiendo 2 μg de 6XHis-ManA. La actividad fue ensayada a 
37ºC en placas multiwell de 96 pocillos, y la formación de NADPH fue monitorizada 
mediante la medición continua del cambio en la absorbancia a 340 nm utilizando un 
lector de microplacas POLARstar Omega (BMG Labtech, Offenburg, Alemania). 
Estudios cinéticos se realizaron con manosa-6P a concentraciones del rango entre 1 y 10 
mM. La actividad también fue ensayada utilizando fructosa-6P como sustrato.  
 
3.5.6. Ensayo de actividad β-N-Acetilglucosaminidasa en células enteras y 
sobrenadantes de cultivo de L. casei BL23. Las cepas de L. casei fueron cultivadas 
ON a 37ºC en condiciones estáticas en 10 ml de MRS de fermentación suplementado 
con 0,5% de glucosa o ribosa. Cuando los cultivos alcanzaron una OD550 de 1,5 
(glucosa) o 1,2 (ribosa), se recolectaron las células por centrifugación a 8000 g durante 
10 minutos, y los sobrenadantes fueron sometidos posteriormente a ultracentrifugación 
a 100000 g durante 60 minutos para remover restos celulares. Los pellets fueron lavados 
dos veces con tampón fosfato salino (PBS) y resuspendidas en el mismo tampón a una 
OD550 de 2. La actividad β-N-Acetilglucosaminidasa fue determinada a 37ºC con 2,5 
mM de p-NP-N-acetil-β-D-glucosaminido (pNPGlcNAc) em placas multiwell de 96 
pocillos. La liberación del p-NP fue monitorizada mediante la medición continua del 
cambio en la absorbancia a 404 nm utilizando un lector de microplacas POLARstar 
Omega (BMG Labtech, Offenburg, Alemania). Las reacciones (100 μl) conteniendo el 
sustrato en PBS 100 mM pH 6,5 fueron iniciadas añadiendo 75 μl de suspensión celular 
o sobrenadantes de cultivo. 
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3.6. Síntesis y purificación de LNB y GNB 
 
3.6.1. Reacciónes de transgalactosidación. Las reacciones (200 l) de 
transgalactosidación con 6xHis-GnbG se realizaron en tampón Tris-HCl 100 mM, pH 
7,5, utilizando 40 mM de oNP-β-D-galactopiranosido (o-NPG) como sustrato donador, 
y 200 mM de GlcNAc o GalNAc como sustratos aceptores. Las mezclas se calentaron a 
98ºC para solubilizar completamente el o-NPG y después se enfriaron a la temperatura 
de reacción (42ºC). Las reacciones se iniciaron añadiendo 10 U ml-1 de GnbG 
(definiendo una unidad como la cantidad de enzima necesaria para liberal un μmol de 
oNP en una hora). Las muestras fueron sacadas a distintos tiempos y calentadas 
inmediatamente a 100ºC por tres minutos para detener la reacción. 
Las reacciones (1 ml) de transgalactosidación destinadas a purificar los 
disacáridos fueron realizadas en las mismas condiciones, pero en este caso la reacción 
se detuvo a los 120 minutos.  
Las reacciones utilizadas para comparar las actividades de 6xHis-GnbG y 6xHis-
GnbGMutEnd se realizaron en tampón Tris-HCl 100 mM, pH 7,5, utilizando 40 mM de 
oNP-β-D-galactopiranosido (o-NPG) como sustrato donador, y 200 mM de GlcNAc o 
GalNAc como sustratos aceptores. Las mezclas se calentaron a 98ºC para solubilizar 
completamente el o-NPG y después se enfriaron a la temperatura de reacción (42ºC). 
Las reacciones se iniciaron añadiendo 17 μg de 6xHis-GnbG o 6xHis-GnbGMutEnd en 
un volumen de 500 l de reacción. 
 
3.6.2. Purificación de LNB y GNB. Los productos de las reacciones de 
transgalactosidación fueron purificados por HPLC utilizando una columna preparativa 
RCM-Monosacáridos (Phenomenex, Torrance, CA, EEUU). La columna se mantuvo a 
80ºC y las muestras se eluyeron de modo isocrático utilizando agua como fase móvil a 
un flujo de 4,0 ml min-1 y recolectando fracciones de 1ml. Las fracciones adecuadas se 
juntaron y se concentraron utilizando un rotavapor.  
 
3.7. Ensayo del potencial prebiótico 
 
3.7.1. Cultivo de las cepas. La lista de cepas de distintas especies del género 
Lactobacillus utilizada en los ensayos se muestra en la Tabla 3.2. Todas las cepas se 
cultivaron a partir de glicerinados a –80°C en placas de MRS agar por 72 horas a 37ºC. 
A partir de colonias aisladas se sembraron 10 ml de MRS en condiciones estáticas a 
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Cepa Especie 
Fuente  
o referencia 
BL1 Lactobacillus rhamnosus CECT 278 
BL2 Lactobacillus rhamnosus CECT 276 
BL3 Lactobacillus rhamnosus CECT 275 
BL8 Lactobacillus plantarum CECT 748 
BL14 Lactobacillus curvatus CECT 904 
BL17 Lactobacillus acidophilus CECT 903 
BL23 Lactobacillus casei CECT 5275 
BL28 Lactobacillus casei 64 H 
BL32 Lactobacillus casei CECT 4040 
BL33 Lactobacillus delbruckii subsp. bulgaricus CECT 4005 
BL35 Lactobacillus pentosus CECT 4023 
BL82 Lactobacillus casei CECT 277 
BL83 Lactobacillus casei CECT 4043 
BL86 Lactobacillus casei CECT 4045 
BL87 Lactobacillus casei ATCC 11578 
BL90 Lactobacillus casei ATCC 334 
BL91 Lactobacillus casei CECT 4646 
BL93 Lactobacillus casei 61 BG 
BL94 Lactobacillus casei ATCC 393 
BL95 Lactobacillus zeae ATCC 15820 
BL158 Lactobacillus salivarius CECT 4063 
BL261 Lactobacillus johnsonii AD99 
BL166 Lactobacillus plantarum NCIMB 8826 
BL257 Lactobacillus zeae IFI-CA 
BL277 Lactobacillus gasseri CECT 4479 
BL280 Lactobacillus acidophilus CECT 4179 
BL281 Lactobacillus johnsonii CECT 289 
BL287 Lactobacillus johnsonii DSM 10533 
BL288 Lactobacillus intestinalis DSM 6629 
BL327 Lactobacillus rhamnosus CECT 288 
BL340 Lactobacillus taiwanensis DSM 21041 
BL358 Lactobacillus rhamnosus HN001 
BL377 Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 
Tabla 3.2. Cepas de Lactobacillus utilizadas en el ensayo de potencial prebiótico. 
 
aBL, Colección de cultivos de nuestro laboratorio. 
bCECT, Colección Española de Cultivos Tipo; ATCC, Colección Americana de Cultivos 
Tipo; DSM, Colección Alemana de Microorganismos; NCIMB, Colección Nacional de 
Bacterias Industriales, Alimenticias y Marinas, Reino Unido; L. casei 64H y 61BG son 
descritas en (Gasser and Mandel, 1968); L. rhamnosus HN001, también conocida como 
DR20, es descrita en (Prasad et al., 1998,); L. zeae BL257 fue aislada de vino (Moreno-
Arribas and Polo, 2008); L. johnsonii BL261 fue aislada de intestino de rata (Sarmiento-
Rubiano et al., 2007). 
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37ºC por una noche. Con 100 μl de estos cultivos se inocularon 10 ml de MRS basal en 
condiciones estáticas a 37ºC. Después de una noche los cultivos fueron diluidos a una 
OD550 de 0,1 en 100 μl de MRS basal sin suplementar y suplementado con 4 mM de 
GNB o LNB. El crecimiento bacteriano fue monitorizado por 30 horas o 70 horas, 
dependiendo de las cepas, mediante mediciones espectofotométricas cada 30 minutos a 
550 nm en placas de 96 pocillos a 37ºC sin agitación en un lector de microplacas 
POLARstar Omega (BMG Labtech, Offenburg, Alemania). Tres réplicas biológicas 
independientes fueron utilizadas para cada curva de crecimiento. Los resultados fueron 
expresados como la media de las tres réplicas. Las barras de error indican las 
desviaciones estándar. 
 
3.8. Ensayos del potencial inmunomodulador 
 
3.8.1. Cultivo de células de epitelio intestinal (IEC). La línea celular HT-29, 
derivada de adenocarcinoma de colon humano (ATCC, HTB-38; pases 136-150), fueron 
utilizadas como modelo celular de epitelio intestinal. Para ello se cultivaron en frascos 
de 25 cm2 (Greiner, Frickenhausen, Alemania) en medio McCoy’s 5A (Gibco, 
Invitrogen, Carlsbad, EE.UU) suplementado con 10% de FCS (suero fetal de ternera) 
inactivado por calor (Gibco), penicilina (100 U ml-1) y estreptomicina (100 U ml-1) 
(Sigma, UK). Las células fueron mantenidas en un incubador con atmosfera controlada 
a 37ºC y 5% de CO2. El medio fue cambiado cada 2 o 3 días y se realizaron cultivos en 
frascos nuevos una vez por semana. 
 
3.8.2. Purificación de células mononucleares de sangre periférica (PBMC). 
Las PBMC humanas fueron aisladas a partir de bolsas de sangre de donadores sanos 
(Sanquin, Amsterdam, Holanda). Las PBMC fueron purificadas mediante una 
centrifugación por gradiente en tubos Ficoll-Paque Plus (GE, Healthcare Life Sciences, 
Uppsala, Suecia) a 1000 g durante 20 minutos. Tras recolectar las PBMC fueron lavadas 
en PBS (NaCl 8 g l-1, KCl 0,2 g l-1, Na2HPO4 1,44 g l
-1, KH2PO4 0,24 g l
-1 a un pH 
ajustado a 7,4) suplementado con 2% FCS. Los eritrocitos remanentes fueron 
eliminados mediante la adición de 5 ml de tampón de lisis (4,14 g NH4Cl, 0,5 g 
KHCO3, 18,6 mg Na2EDTA en 500 ml de agua desmineralizada y esterilizada por 
filtración a un pH ajustado a 7,4) durante 5 minutos en hielo. Las PBMC fueron 
resuspendidas en medio PBMC (RPMI 1640 (Lonza, Veviers, Bélgica) suplementado 
con 2,5% de FCS, penicilina (100 U ml-1) y estreptomicina (100 U ml-1) (Sigma). 
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3.8.3. Modelo de co-cultivo en placas transwell. Una semana antes de los 
experimentos fueron sembradas células HT-29 con una dilución 1/5 en filtros de 0,4 
μm, y 1 cm2 (Costar, Corning Incorporated, NY, EE.UU) y crecidas a confluencia. La 
confluencia de células HT-29 no polarizadas fue determinada por microscopía de luz, ya 
que estas células no producen un cambio en la resistencia eléctrica transepitelial tras su 
diferenciación (TER, aproximadamente 150Ω x cm2). El TER de los filtros vacíos fue 
de 125Ω x cm2. Las monocapas confluentes de células HT-29 crecidas en los filtros 
fueron co-cultivadas en placas transwells (12 pocillos) con 1,5 ml de PBMC aisladas 
previamente (2x106 células ml-1) (van Hoffen et al., 2010), en medio PBMC y en 
condiciones controladas de 37ºC y 5% de CO2. Las PBMC fueron estimuladas con 
anticuerpos anti-CD3 (clon CLB-T3/2) y anti-CD28 (clon CLB-CD28), ambos en 
diluciones 1:10000 (Sanquin). Por otra parte, fueron añadidos de forma apical, a la 
monocapa de células HT-29 en 0,5 ml, tanto agonistas de TLR (TLR4: LPS purificado 
de E. coli 0111:B4 1 μg ml-1, Invivogen, San Diego, EE.UU; TLR9: M362 
oligonucleotidos CpG tipo C, 5μM, Invivogen), como los diferentes oligosacáridos 
estudiados (LNB, GNB, Fuc-α1-3GlcNAc y Fuc-α1-6GlcNAc). Después de 24 horas se 
recolectaron las PBMC del compartimento basolateral para analizar la población de 
linfocitos T reguladores (Treg) y se recogieron los sobrenadantes, los cuales fueron 
guardados a -20ºC hasta la medición de las citoquinas. Además, tras 24 horas de co-
cultivo, se trasladó el filtro con las IEC a una nueva placa con medio de cultivo fresco 
por 24 horas más para determinar la liberación de mediadores en el compartimento 
basolateral por las IEC. Al cabo de las 48 horas se utilizaron las IEC para hacer un 
ensayo de viabilidad celular (WST-1). 
 
3.8.4. Modelo de incubación directa. Para este modelo se utilizaron placas 
multiwell de 48 pocillos y fondo plano (Costar 3548). En cada pocillo se sembraron 0,5 
ml de PBMC aisladas previamente (2x106 células ml-1) (van Hoffen et al., 2010), en 
medio PBMC y en condiciones controladas de 37ºC y 5% de CO2. Las PBMC fueron 
ensayadas en 3 condiciones, no estimuladas, estimuladas con anticuerpos anti-CD3 
(clon CLB-T3/2) y estimuladas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 (clon CLB-
CD28), ambos en diluciones 1:10000 (Sanquin). En cada una de las condiciones se 
realizaron 4 tratamientos distintos en forma de dosis respuesta, cada uno de ellos con 
uno de los oligosacáridos sintetizados previamente en el laboratorio (LNB, GNB, Fuc-
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α1-3GlcNAc y Fuc-α1-6GlcNAc), comenzando en 1 mM, hasta 0,0156 mM, y después 
un pocillo control sin oligosacárido. Tras incubar 24 horas se recogieron 150 μl de 
sobrenadante los cuales fueron guardados a -20ºC hasta la medición de las citoquinas, y 
se añadió medio PBMC fresco nuevo. Al cabo de 48 horas se recogió el sobrenadante 
final.  
 
3.8.5. ELISA. La producción de citoquinas en los sobrenadantes recolectados de 
las PBMC e IEC fue medida mediante ELISA en un lector de absorbancia en 
microplaca iMARK (Bio-Rad). La concentración de IL-10 (U-CyTech), IL13 
(eBioscience), TNF-α (Invitrogen), INF-γ (Invitrogen), fueron medidas según las 
instrucciones de las casas comerciales. 
 
3.8.6. Ensayo de viabilidad. El ensayo se realizó con el kit “Cell Proliferation 
Reagent WST-1” según las instrucciones de la casa comercial (Roche), utilizando un 
lector de absorbancia en microplaca iMARK (Bio-Rad). 
 
3.8.7. Análisis fenotípico de células T CD4+. Después del co-cultivo con las 
IEC, las PBMC fueron recolectadas y analizadas por citometría de flujo utilizando un 
equipo FACSCantoII (BD Biosciences). Para determinar la población de linfocitos Treg 
se realizó un primer marcaje extracelular con anticuerpos anti CD4-PerCP-Cy5 y anti 
CD25-FITC (eBioscience 53-0259-42). Posteriormente se realizó el marcaje intracelular 
con un anticuerpo anti Foxp3-PE (eBioscience 17-4777-42), utilizando el set de tinción 
FoxP3 según el protocolo del fabricante (eBioscience). 
 
3.8.8. Análisis estadístico. Los resultados están presentados como media ± 
desviación estándar (DS) de al menos cinco experimentos independientes. Para corregir 
las diferencias entre las DS se aplicó la transformación logarítmica en base 10 (LOG). 
La producción de citoquinas o los efectos en el fenotipo celular de las PBMC después 
de los tratamientos fueron comparados utilizando un oneway ANOVA, seguido por un 
test de Bonferroni. Los análisis se realizaron con el programa Graphpad Prism 6.0.  
Valores de P < 0.05 fueron considerados estadísticamente significativos. 
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Fig. 4.1.1. Gel SDS-PAGE 10% teñido con 
azul de coomasie, donde se observan las 
proteínas clonadas y purificadas con tag de 
histidinas. GnbR (regulador transcripcional), 
GnbE (Galactosamina-6P isomerasa 
deaminasa), GnbF (N-acetilgalactosamina-6P 
deacetilasa) y GnbG (fosfo-β-galactosidasa). 
P (marcador de peso molecular). Los 
números en la izquierda corresponden a los 
pesos moleculares del marcador en kDa. 
4.1.1 Lactobacillus casei fermenta galacto-N-biosa (GNB) y lacto-N-
biosa (LNB) y las hidroliza utilizando el mismo enzima 
 
Para estudiar si la cepa de L. casei BL23 es capaz de metabolizar oligosacáridos 
se realizó una búsqueda en su genoma (GenBank nº de acceso FM177140) (Mazé et al., 
2010) de genes que codifican para hipotéticas β-glicosidasas. Este análisis reveló que 
esa cepa contiene un gen bgaC (LCABL_02910), renombrado aquí como gnbG, 
anotado como una hipotética β-galactosidasa 3 (EC.3.2.1.23), aunque como se 
demuestra más adelante es una fosfo--galactosidasa, y pertenece a la familia 35 de 
glicosil hidrolasas de la “carbodydrate active enzyme classification” (GH 35; 
http://www.cazy.org). El gen gnbG codifica para una proteína de 598 aminoácidos, sin 
péptido señal o motivo de anclaje a pared. Para caracterizar esta enzima, se clonó el gen 
gnbG en E. coli y se purificó la proteína con una etiqueta de histidinas (6XHis-GnbG). 
La proteína purificada mostró un peso molecular de 68 kDa que coincide con el 
calculado para la masa de la proteína sumado a la etiqueta  de histidinas (68.275 kDa; 
Fig. 4.1.1).  
 
La enzima 6xHis-GnbG fue ensayada por su capacidad de hidrolizar una serie de 
compuestos artificiales y naturales (Tabla 4.1.1). Se demostró que la 6xHis-GnbG 
hidroliza o-nitrofenil-β-D-galactopiranosido (o-NPG), aunque con una baja eficiencia, 
como demuesta el valor alto de la Km y bajo de la Vmax (Tabla 4.1.1). El pH óptimo es 
de 7,0 y la temperatura óptima de 45ºC. Entre los oligosacáridos naturales ensayados 
GnbG fue capaz de hidrolizar GNB, LNB, de liberar galactosa a partir de lacto-N-
tetraosa (LNT), y de hidrolizar muy ineficientemente el disacárido Galβ1-6GlcNAc. 
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Tabla. 4.1.1. Actividad  y caracterización de 6xHis-GnbG. 
Carbohidratos utilizados como sustrato: NP, nitrofenil; Glc, glucosa; Gal, galactosa; 
GlcNAc, N-acetilglucosamina; GalNAc, N-acetilgalactosamina; Man, manosa; Fru, 
fructosa. El sustrato fue total (+) o parcialmente (+/-) hidrolizado, o no se detectó 
actividad (-), después de 16 h de reacción en las condiciones descritas en “Materiales y 
Métodos”.  La caracterización enzimática (Vmax, Km pH óptimo y temperatura) fue 
realizada utilizando o-NPG como substrato. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sustrato Actividad 
o-NP--D-galactopiranosido       + 
p-NP--D-glucopiranosido       - 
o-NP-1-thio--D-galactopiranosido       - 
p-NP--D-glucuronido       - 
p-NP-N-acetil--D-glucosaminido       - 
p-NP--D-glucopiranosido       - 
p-NP--D- galactopiranosido       - 
p-NP--L- fucopiranosido       - 
Galacto-N-biosa (Gal1-3GalNAc)       + 
Lacto-N-biosa (Gal1-3GlcNAc)       + 
Lacto-N-triosa (GlcNAc1-3Gal1-4Glc)       - 
Lacto-N-tetraosa (Gal1-3GlcNAc1-3Gal1-4Glc)       + 
Lacto-N-neotetraosa (Gal1-4GlcNAc1-3Gal1-4Glc)        - 
6’-Galactopiranosil-GlcNAc (Gal1-6GlcNAc)      +/- 
3’-N-Acetilgalactosaminil-Gal (GalNAc1-3Gal)       - 
3’-N-Acetilglucosaminil-Man (GlcNAc1-3Man)       - 
4’-Manopiranosil-GlcNAc (Man1-4GlcNAc)       - 
4’-Galactofuranosil-GlcNAc (Gal1-4GlcNAc)       - 
Lactosa (Gal1-4Glc)       - 
N-acetil-lactosamina (Gal1-4GlcNAc)       - 
Lactulosa (Gal1-4Fru)       - 
Maltosa (Glc1-4Glc)       - 
Maltotriosa (Glc1-4Glc1-4Glc)       - 
Sacarosa        - 
Caracterización  
Vmax (mol (mg proteína-1 min-1)      1,7 
Km (mM)      2,3 
pH óptimo      7,0 
Temperatura óptima (ºC)       45 
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Fig. 4.1.2. Curvas de crecimiento de Lactobacillus casei BL23 en MRS basal sin 
suplementar (negro), suplementado con GNB (rojo), LNB (azul), o con lactosa (verde). 
Datos representados como la media de al menos tres réplicas. Desviación estándar 
indicada con barras de error. 
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L. casei BL23 se cultivó en medio MRS basal suplementado con 4 mM de GNB, 
LNB o LNT, y se observó que es capaz de crecer en presencia de GNB y LNB como 
fuentes de carbono, pero no es capaz de fementar  la LNT (Fig. 4.1.2). Como control 
positivo se utilizó el patrón de crecimiento en lactosa (Fig. 4.1.2). En presencia de este 
azúcar y GNB se obtuvo una densidad celular similar, aunque el periodo de adaptación 
a la fuente de carbono fue menor para la GNB que para la lactosa. Los niveles de 
densidad celular alcanzados en LNB fueron menores comparados con la lactosa y GNB. 
Puesto que el análisis de contenido en azúcar de los sobrenadantes de los cultivos 
demostraron que los tres disacáridos habían sido consumidos completamente, esos 
resultados indican que la LNB es una fuente de carbono y energía menos eficiente que 
la lactosa y la GNB para L. casei BL23.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para determinar si la β-galactosidasa GnbG estaba implicada en la utilización de 
GNB y/o LNB en L. casei BL23 se construyó un mutante en gnbG (cepa BL384). Esta 
cepa se  cultivó en medio MRS basal suplementado con 4 mM de GNB o LNB. El 
mutante exhibió un crecimiento en estos disacáridos comparable al del control negativo 
(MRS basal sin suplementar con fuente de carbono) (Fig. 4.1.3), indicando que GnbG es 
necesaria para la utilización de GNB y LNB. El análisis de la presencia de azúcares en 
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Fig. 4.1.3. Curvas de crecimiento de la cepa mutante Lactobacillus casei BL384 (gnbG) en 
MRS basal sin suplementar (negro), suplementado con GNB (rojo), LNB (azul), o con 
lactosa (verde). Datos representados como la media de al menos tres réplicas. Desviación 
estándar indicada con barras de error.  
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los sobrenadantes del medio de cultivo detectó GNB y LNB, respectivamente, en los 
sobrenadantes de la cepa BL384 (gnbG).  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.2. GNB, LNB y GalNAc son transportados por el PTSGnb  
 
El gen gnbG está organizado dentro de un hipotético operón (gnbREFGBCDA) 
con genes que codifican para un regulador transcripcional de la familia GntR 
(LCABL_02880), para enzimas catabólicos (LCABL_02890, LCABL_02900) y para  
para proteínas con homología a los componentes de un sistema de transporte PTS de la 
clase manosa, EIIB, EIIC, EIID y EIIA (LCABL_02920, LCABL_02930, 
LCABL_02940 y LCABL_02950) (Fig. 4.1.4A). Para determinar si este PTS está 
implicado en la internalización de GNB y LNB en L. casei BL23, se construyó un 
mutante para el gen que codifica para el dominio EIIC (cepa BL385). Esta cepa fue 
incapaz de crecer en presencia de GNB o LNB como fuente de carbono (Fig. 4.1.5A). 
El análisis del contenido en azúcares de los sobrenadantes demostró que ambos 
disacáridos no habían sido consumidos, indicando que el dominio EIIC codificado por 
gnbC está involucrado en el transporte de GNB y LNB.  
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Fig. 4.1.4. A) Representación esquemática del operón gnb en el cromosoma de L. casei. Se indican los 
distintos genes. La representación no se encuentra a escala. nt, nucleótido; aa, aminoácido. B) 
Representación esquemática de las rutas metabólicas de la GNB, LNB y GalNAc en L. casei BL23. 
PTS, sistema fosfotransferasa dependiente de fosfoenolpiruvato; DHAP, dihidroxiacetona fosfato; 
GAP, gliceraldehido 3-fosfato, PEP, fosfoenolpiruvato; nagB, glucosamina-6P deaminasa; lacAB, 
galactosa-6P isomerasa; lacC, tagatosa-6P quinasa; lacD, tagatosa-1,6P aldolasa; pfk, fosfofructo-1-
quinasa; fba, fructosa-1,6P aldolasa; tpi, triosa fosfato isomerasa. 
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Fig. 4.1.5. Curvas de crecimiento de la cepas mutantes Lactobacillus casei BL385 
(gnbC) (A) y BL126 (ptsI) (B), en MRS basal sin suplementar (negro), 
suplementado con GNB (rojo), LNB (azul), lactosa (verde) o glucosa (violeta). 
Datos representados como la media de al menos tres réplicas. Desviación estándar 
indicada con barras de error.  
Se ha demostrado anteriormente que en L. casei el PTS puede llevar a cabo el 
transporte de carbohidratos sin estar acoplado a su fosforilación (Rodriguez-Diaz et al., 
2012a), así que con el objeto de analizar la función del PTSGnb en el transporte y 
fosforilación de la GNB y LNB, se determinó el patrón de crecimiento de la cepa 
BL126 (ptsI), mutante en la enzima I, componente general de los sistemas PTS (Viana 
et al., 2000), en presencia de GNB o LNB (Fig.4.1.5B). El ensayó confirmó que la 
utilización de ambos disacáridos es dependiente de un PTS completamente funcional. 
Como era de esperar, la cepa BL126 fue capaz de crecer en glucosa, pero no en lactosa, 
un azúcar transportado únicamente por sistemas PTS en L. casei (Viana et al., 2000) 
(Fig. 4.1.5.B). Estos resultados sugieren que GNB y LNB son internalizados como 
derivados fosforilados.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A continuación se ensayó si L. casei BL23 era capaz de crecer utilizando como 
única fuente de carbono la N-acetilgalactosamina (GalNAc), uno de los monosacáridos 
constituyentes de la GNB, para la cual no existe ningún trabajo previo sobre su 
utilización por lactobacilli, y como se describirá más adelante, es inductor del operón 
gnb. Se observó que L. casei BL23 crece en MRS basal suplementado con 4 mM de 
GalNAc (Fig. 4.1.6A).  
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Además se demostró que el PTSGnb está involucrado en la fermentación de 
GalNAc, ya que la cepa mutante BL385 (gnbC) mostró una menor tasa de crecimiento 
(0,031 h-1) en comparación con la cepa parental BL23 (0,128 h-1), mientras que la cepa 
BL126 (∆ptsI) no creció en absoluto en presencia de GalNAc (Fig. 4.1.6A). Estos 
resultados indican que el PTSGnb de L. casei BL23 además de transportar GNB y LNB, 
también es el responsable del transporte de GalNAc.  
 
4.1.3. GnbE y GnbF son necesarios para el metabolismo de la GNB, 
pero no de la LNB 
 
Por encima de gnbG se encuentran dos genes, gnbE (LCABL_02890) y gnbF 
(LCABL_02900) (Fig.4.1.4A), anotados como tagatosa-6P ketosa/aldolasa isomerasa y 
GlcNAc-6P deacetilasa, respectivamente. A partir de esta información hipotetizamos 
que estas enzimas podrían ser parte de la vía catabólica de las N-acetilhexosaminas-P 
resultantes del transporte de GalNAc por el PTSGnb, o liberadas por la hidrólisis de 
GNB-P o LNB-P mediante la fosfo β-galactosidasa GnbG (Fig. 4.1.4B). En este último 
caso las N-acetilhexosaminas deberían ser fosforiladas por quinasas específicas. Para 
comprobar esta hipótesis, GnbE y GnbF fueron expresadas en E. coli con una etiqueta 
de histidinas y purificadas (Fig. 4.1.1). Las actividades enzimáticas propuestas fueron 
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Fig. 4.1.6. Curvas de crecimiento de: A) Lactobacillus casei BL23 (rojo) y las cepas 
mutantes L. casei BL126 (ptsI) (turquesa oscuro), BL383 (gnbF) (violeta), BL385 
(gnbC) (azul), BL388 (nagA) (verde), BL389 (gnbFnagA) (turquesa), y BL397 (gnbE) 
(marron) en MRS basal suplementado con GalNAc. BL23 (negro) y BL126 (gris) en 
MRS sin suplementar. B) L. casei BL23 (rojo) y las cepas mutantes BL383 (gnbF) 
(violeta), BL388 (nagA) (verde) y BL389 (gnbFnagA) (turquesa) en MRS basal 
suplementado con GlcNAc. BL23 (negro) en MRS sin suplementar. Datos 
representados como la media de al menos tres réplicas. Desviación estándar indicada 
con barras de error. 
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Fig. 4.1.7. Cinética de absorbancia de NADH determinada en el ensayo 
espectrofotométrico descrito en materiales y métodos. Sustratos: N-
acetilgalactosamina-6P (figuras llenas), o N-acetilglucosamina-6P (figuras vacias). 
Enzimas utilizadas en las reacciones: GnbF y GnbE (círculos), GnbF (cuadrados) o 
GnbE (triángulos). 
ensayadas utilizando GlcNAc-6P y GalNAc-6P como substrato en una reacción 
acoplada descrita en la sección de “Materiales y Métodos”. La presencia simultánea de 
ambas enzimas GnbE y GnbF fue necesaria para la conversión de GalNAc-6P a 
Tagatosa-6P, demostrando que GnbF deacetiló GalNAc-6P a galactosamina-6P, la cual 
posteriormente fue convertida en tagatosa-6P por la acción de GnbE (Fig. 4.1.7). Esto 
confirma que GnbF es una N-acetilhexosamina-6P deacetilasa, mientras que GnbE 
exhibe una actividad deaminasa e isomerasa en galactosamina-6P. Ninguna actividad 
fue detectada al utilizar como substrato inicial GlcNAc-6P (Fig. 4.1.7).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
De acuerdo con las actividades enzimáticas ensayadas, la cepa mutante que se 
construyó para el gen gnbF (cepa BL383) mostró una tasa de crecimiento en medio 
suplementado con GNB (0,041 h-1) (Fig. 4.1.8A) menor que la de la cepa parental BL23 
(0,192 h-1) (Fig. 4.1.2), mientras que en medio suplementado con LNB la tasa de 
crecimiento (0,042 h-1) fue comparable a la cepa parental BL23 (0,044 h-1). Del mismo 
modo, de acuerdo con la actividad enzimática de GnbF en GalNAc-6P, la cepa BL383 
(gnbF) mostró una tasa de crecimiento en GalNAc (0,044 h-1) (Fig. 4.1.6A) menor que 
la cepa parental BL23 (0,128 h-1), mientras que en GlcNAc, la tasa de crecimiento fue 
idéntica a la cepa BL23 (Fig. 4.1.6B). De forma similar, la cepa mutante BL397 (gnbE) 
no fue capaz de crecer en GNB, mientras que ningún efecto fue observado en el 
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crecimiento en LNB o GlcNAc. La presencia de GNB (Fig. 4.1.8D) o GalNAc (Fig. 
4.1.6A) pero no de LNB (Fig. 4.1.8D) resultaron tóxicas en la cepa mutante BL397 
(gnbE), observado en un menor crecimiento de esta cepa, comparando con el 
crecimiento basal en el medio MRS basal sin suplementar (Fig.4.1.8D). 
 
Los resultados anteriores indican que gnbE y gnbF son necesarios para el 
metabolismo de GNB pero no de LNB. Por lo tanto, la vía catabólica de LNB debe 
contar con una segunda N-acetilhexosamina-P deacetilasa, capaz de actuar en la 
GlcNAc-6P generada a partir de LNB (Fig. 4.1.4B). Hemos especulado que esta 
actividad podría ser producto de la proteína codificada por otro gen presente en el 
genoma, nagA (LCABL_20280), cuyo producto tiene una identidad del 39% con GnbF. 
Para comprobar esto se construyó una cepa con una interrupción en el gen nagA (cepa 
BL388). La tasa de crecimiento de esta cepa mutante en MRS basal suplementado con 
LNB (0,035 h-1) fue similar al control en medio sin suplementar (0, 032 h-1) (Fig. 
4.1.8B). El crecimiento en GNB de esta misma cepa apenas fue afectado (Fig. 4.1.8B), 
mientras que en GalNAc (Fig. 4.1.6A) el crecimiento fue reducido, mostrando que tanto 
NagA como GnbF son necesarias para obtener un crecimiento completo en este azúcar. 
Como era de esperar, la cepa mutante nagA no fue capaz de crecer en medio 
suplementado con GlcNAc como fuente de carbono (Fig. 4.1.6A), indicando que nagA 
está involucrado en el metabolismo de este monosacárido, así como también en el 
metabolismo de la fracción correspondiente a GlcNAc producto de la hidrólisis de LNB. 
Se construyó a continuación una cepa doble mutante en gnbF nagA (cepa BL389), la 
cual tampoco ha sido capaz de crecer en GlcNAc, GalNAc (Fig. 4.1.6), GNB o LNB 
(Fig. 4.1.8C). Estos resultados sugieren que la capacidad residual de la cepa BL383 
(gnbF)  de crecer en GNB fue probablemente debido a la actividad de NagA sobre 
GalNAc-6P, mientras que GnbF solo puede reemplazar parcialmente la actividad de 
NagA. Además, sugieren que la acumulación de los azúcar fosfatos GalNAc-6P, 
GlcNAc-6P o galactosamina-6P tiene un efecto tóxico en la viabilidad de L. casei 
BL23, ya que la galactosa liberada de GNB o LNB no es capaz de sostener el 
crecimiento en la cepa doble mutante BL389 ni en la cepa BL397 (gnbE). De hecho, se 
ha demostrado con anterioridad que los azúcares fosforilados son altamente tóxicos en 
bacterias (Phong et al., 2013; Swiatek et al., 2012).  
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Fig. 4.1.8. Curvas de crecimiento de las cepas mutantes Lactobacillus casei BL383 
(gnbF) (A), BL388 (nagA) (B), BL389 (nagAgnbF) (C), y BL397 (gnbE) (D), en MRS 
basal sin suplementar (negro) o suplementado con  GNB (rojo), LNB (azul) o lactosa 
(verde) como fuente de carbono. Datos representados como la media de al menos tres 
réplicas. Desviación estándar indicada con barras de error. 
De forma similar a la actividad de GnbE sobre galactosamina-6P, la 
deaminación e isomerización de glucosamina-6P generada a partir del metabolismo de 
LNB a fructosa-6P, podría ser catalizada por el producto del gen nagB (LCABL_31070) 
que codifica hipotéticamente para una glucosamina-6P deaminasa. Se han realizado 
varios intentos de interrumpir nagB en el cromosoma de L. casei BL23 pero ninguno ha 
sido exitoso, lo cual confirma resultados previos que sugieren que NagB juega un rol 
esencial en los flujos de carbono de L. casei BL23 (Rodriguez-Diaz et al., 2012b). 
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Como se mencionó al principio de este apartado, la GalNAc y GlcNAc liberadas 
por la hidrólisis de GNB-P y LNB-P respectivamente, mediante la fosfo β-galactosidasa 
GnbG, tienen que ser fosforiladas antes de ser substrato para las enzimas, GnbF y NagA 
(Fig. 4.1.4B). Con el objeto de encontrar las quinasas responsables de esta fosforilación, 
se hizo una búsqueda en el genoma de L. casei BL23 (Maze et al., 2010) utilizando el 
programa BLAST y la secuencia deducida de aminoácidos de la N-acetilglucosamina 6-
quinasa (NagK) de E. coli (Uehara and Park, 2004). Se encontraron tres quinasas de 
azúcares putativas: LCABL_18750 (anotada como glk), LCABL_28340 y 
LCABL_29280 (nombrada aquí como sugK por quinasa de azúcar en inglés). La 
LCABL_28340 fue descartada por encontrarse dentro de un operón hipotético de un 
manosil-sacárido. Para analizar si glk o sugK están implicadas en el metabolismo de 
GNB y LNB, se construyeron dos cepas mutantes, BL391 (glk) y BL392 (sugK). Estas 
cepas se cultivaron en medio MRS basal suplementado con GNB o LNB, y las dos 
presentaron un patrón de crecimiento comparable al de la cepa silvestre BL23 (Fig. 
4.1.9). Estos resultados indican que los genes glk y sugK no están implicados en el 
metabolismo de GNB y LNB en L. casei o que los productos de ambos presentan una 
actividad redundante y se complementan.  
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Fig. 4.1.9. Curvas de crecimiento de las cepas mutantes Lactobacillus casei BL391 
(sugK) (A) y BL392 (glk) (B), en MRS basal sin suplementar (negro) o suplementado 
con  GNB (rojo) o LNB (azul) como fuente de carbono. Datos representados como la 
media de al menos tres réplicas. Desviación estándar indicada con barras de error. 
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Fig. 4.1.10. Curvas de crecimiento de 
Lactobacillus casei BL23 en MRS basal 
suplementado con galactosa (verde oscuro), 
GNB (rojo), o LNB (azul) como fuente de 
carbono, y la cepa mutante L. casei BL393 
(lacAB) en MRS basal suplementado con 
galactosa (verde), GNB (rosa), o LNB 
(turquesa), como fuente de carbono. Datos 
representados como la media de al menos tres 
réplicas. Desviación estándar indicada con 
barras de error. 
4.1.4. Identificación de la ruta de la Tagatosa-6P en L. casei y 
evaluación de su participación en el metabolismo de GNB y LNB 
 
Los resultados mostrados anteriormente sugieren que GNB y LNB son 
transportados y fosforilados por el PTSGnb y posteriormente hidrolizados por la fosfo-β-
galactosidasa GnbG en la correspondiente N-acetilhexosamina y Gal-6P (Fig. 4.1.4B). 
Con el objeto de demostrar esto, se investigó si la ruta de la tagatosa-6P (Tag-6P) está 
involucrada o no en el catabolismo de GNB y LNB. Está aceptado que la Gal-6P, la cual 
también es generada durante el transporte de galactosa mediante el PTSGal o del 
metabolismo de la lactosa, es metabolizada por la ruta de la Tag-6P en L. casei (Alpert 
and Siers, 1997; Bettenbrock et al., 1999), sin embargo esto nunca ha sido investigado a 
nivel genético. Tras un análisis del genoma de L. casei BL23 (Nº de acceso en GenBank 
FM177140) (Maze et al., 2010) se encontraron cinco genes lacR1ABD2C 
(LCABL_07470 al LCABL_07430) que codificarían una ruta de Tag-6P putativa (Fig. 
4.1.4B), incluyendo un regulador transcripcional LacR1, las dos subunidades de la 
isomerasa heteromérica de Gal-6P (lacAB), una kinasa de Tag-6P (lacC) y una aldolasa 
de Tag-1,6-bifosfato (lacD2). Se construyó una cepa mutante con una deleción (204 pb) 
en el extremo 3´ terminal de lacA y  5´terminal de lacB (339 pb) (cepa BL393). Esta 
cepa mostró unas tasas de crecimiento en GNB (0,073 h-1) y en LNB (0,036 h-1) 
menores que la cepa parental BL23 en estos disacáridos (0,192 h-1y 0,044 h-
1respectivamente), y al mismo tiempo BL393 no fue capaz de crecer en galactosa (Fig. 
4.1.10). Estos resultados sugieren que la utilización de GNB y LNB en L. casei BL23 
emplea la ruta de la Tag-6P para el catabolismo de la galactosa liberada, y que el 
crecimiento producido en la cepa BL393 (lacAB) en estos disacáridos es producto del 
metabolismo de la N-acetilhexosamina correspondiente. Esto también apoya la hipótesis 
de que la hidrólisis de GNB-P y LNB-P da como uno de sus productos Gal-6P. 
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Fig. 4.1.11. Análisis transcripcional por 
RT-qPCR de gnbR (barras blancas), 
gnbE (gris claro), gnbF (gris oscuro), 
gnbG (negras) y gnbC (líneas 
diagonales), en Lactobacillus casei 
BL23 crecido en MRS basal 
suplementado con galacto-N-biosa 
(GNB), lacto-N-biosa (LNB), N-acetil-
galactosamina (GalNAc), N-
acetilglucosamina (GlcNAc) o galactosa 
(Gal). Se utilizó como referencia los 
niveles de expresión obtenidos en MRS 
basal suplementado con glucosa. Datos 
representados como la media de tres 
réplicas de al menos dos muestras 
biológicas independientes. Desviación 
estándar indicada con barras de error. 
4.1.5. Regulación del operón gnb 
 
4.1.5.1. Análisis transcripcional del operón gnb 
 
La estructura del operón gnbREFGBCDA (Fig. 4.1.4A) sugiere una transcripción 
coordinada en respuesta a la disponibilidad de GNB, LNB y/o GalNAc. Se realizaron 
análisis de RT-qPCR a partir de RNA aislado de cultivos de L. casei BL23 en medio 
MRS basal suplementado con GNB, LNB, GalNAc, GlcNAc, galactosa o glucosa (Fig. 
4.1.11). Tomando como referencia los niveles de transcritos en cultivos en presencia de 
glucosa, los genes gnbR, gnbE, gnbF, gnbG y gnbC fueron inducidos por GNB y 
GalNAc. Los niveles de inducción fueron del rango de 3,2 a 38,8 veces y 7,1 a 12,8 
veces en GNB y GalNAc, respectivamente.Por el contrario, el crecimiento en LNB y 
GlcNAc apenas induce los genes gnb.De hecho, los resultados presentados 
anteriormente con los cultivos de las distintas cepas mutantes ha demostrado que el 
catabolismo de LNB solo requiere de algunas de las proteínas codificadas por el operón 
gnb (el PTSGnb y GnbG) mientras que otras no son necesarias (GnbE y GnbF), y el 
metabolismo de GlcNAc es totalmente independiente de este operón. Los niveles de 
transcritos de los genes gnb disminuyeron en un rango de entre 4,2 a 7,3 veces en los 
cultivos suplementados con galactosa, por lo tanto existe una represión del operón gnb 
en presencia de la fracción hexosa de GNB y LNB. Este efecto ha sido observado 
anteriormente en algunos genes de Streptococcus mutans, incluyendo varios genes 
relacionados con el metabolismo energético, los cuales han mostrado una menor 
expresión en cultivos crecidos en galactosa comparados a glucosa (Abranches et al., 
2008; Zeng et al., 2013).  
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Fig. 4.1.12. A) Curvas de crecimiento de Lactobacillus casei BL23 en MRS basal 
suplementado con GNB (rojo) y LNB (azul), y BL382 (gnbR) en MRS basal 
suplementado con GNB (verde) y LNB (rosa) como fuente de carbono. Datos 
representados como la media de al menos tres réplicas. Desviación estándar indicada con 
barras de error. B) Análisis transcripcional por RT-qPCR de gnbE (barras gris claro), 
gnbF (gris oscuro) gnbG (negras) y gnbC (líneas diagonales), en L. casei BL382 (gnbR) 
crecido en MRS basal suplementado con galacto-N-biosa (GNB), lacto-N-biosa (LNB), 
N-acetilgalactosamina (GalNAc), N-acetilglucosamina (GlcNAc), galactosa (Gal) o 
glucosa (Glc). Se utilizó como referencia los niveles de expresión de L. casei BL23 
crecida en MRS basal suplementado con glucosa. Datos representados como la media de 
tres réplicas de al menos dos muestras biológicas independientes. Desviación estándar 
indicada con barras de error. 
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4.1.5.2. gnbR codifica un represor transcripcional gnb 
 
El gen gnbR (Fig. 4.1.4A) codifica para una proteína con homología a 
reguladores transcripcionales putativos. Contiene un dominio N-terminal de unión al 
DNA hélice-giro-hélice (WHTH) conservado (residuos aminoacídicos de 5 al 69) en la 
familia de reguladores transcripcionales GntR, y un dominio de unión a ligando 
(aminoácidos del 90 al 230) en el extremo C-terminal, homólogo al dominio (UTRA) 
del regulador transcripcional UbiC. Este dominio posee un plegamiento similar a los 
miembros de la subfamilia HutC de los reguladores tipo GntR (Rigali et al., 2002). Para 
determinar la participación de GnbR en la regulación de la utilización de GNB y LNB 
en L. casei BL23, se construyó la cepa BL382, mutante en gnbR. La tasa de crecimiento 
de esta cepa en medio MRS basal suplementado con GNB (0,210 h-1) es similar a la de 
la cepa parental BL23 (0,192 h-1), sin embargo, al cultivar la cepa en LNB la tasa de 
crecimiento (0,180 h-1) fue significativamente mayor que en la cepa parental (0,044 h-1) 
(Fig. 4.1.12A).  
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Los niveles de transcripción de los genes gnbE, gnbF, gnbF y gnbC en la cepa 
BL382 fueron similares independientemente del azúcar utilizado para suplementar el 
medio de cultivo (GNB, LNB, GalNAc, GlcNAc, galactosa o glucosa) (Fig. 4.1.12B). 
Además, estos niveles fueron superiores comparados con los de la cepa parental BL23 
cultivada en glucosa, indicando que GnbR actúa como un represor transcripcional de los 
genes gnb. 
 
4.1.5.3. Unión de GnbR al promotor de gnbREFGBCDA 
 
Para comprobar si el efecto regulatorio de GnbR se debe a una interacción 
directa con la región promotora del operón gnb se expresó y purificó GnbR con una 
etiqueta de histidinas (Fig. 4.1.1). Esta proteína se utilizó para hacer un ensayo de 
cambio en la movilidad electroforética en gel (“band shift”) con dos fragmentos 
diferentes de DNA abarcando completamente la región intergénica entre gnbR y el gen 
más próximo rio arriba (manA, LCABL_02870): el primero de 192 pb cercano al 
extremo 3’ de manA, y el segundo de 172 pb, inmediatamente rio arriba de gnbR (Fig. 
4.1.13A). Los resultados muestra que 6XHis-GnbR generó un retardo en el fragmento 
de 172 pb pero no así en el de 192 pb (Fig. 4.1.13A). Después de acotar la región de 
unión a tan solo 172 pb, y a fin de identificar el sitio exacto de unión al DNA dentro del 
promotor de gnb, realizamos un ensayo de footprinting DNasa I con 6XHis-GnbR (Fig. 
4.1.13B). El análisis de la imagen reveló una región protegida de 26 bases, desde la 
posición -9 a la -34 respecto del codón de inicio de gnbR. Esta secuencia protegida de 
26 pb contiene tres repeticiones invertidas que podrían ser el motivo de reconocimiento 
de GnbR (Fig. 4.1.13C). Un posterior alineamiento de la secuencia de unión al DNA 
determinada para GnbR con el de otros promotores identificados experimentalmente 
con anterioridad, los cuales son regulados por reguladores transcripcionales de la 
familia GntR/HutC, reveló un núcleo conservado de 2T/2A en todos los operadores 
(Fig. 4.1.13C).  
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Fig. 4.1.13. A) Ensayo de cambio de movilidad electroforética en gel con los dos 
fragmentos de DNA (192-pb o 172-pb) que cubren la región intergénica entre los genes 
manA y gnbR, sin (-), con 2 μg (+), o 5 μg (++) de 6XHis-GnbR. 
B) Análisis mediante “DNasa I footprinting” de la unión de 6XHis-GnbR a la región 
promotora del operón gnb (fragmento de 172-pb). Se muestra la digestión de ambas hebras 
de DNA, codificante y no codificante, en presencia (+) o ausencia (-) de 6XHis-GnbR. Las 
regiones protegidas por GnbR se indican con flechas verticales y las secuencias 
correspondientes se muestran dentro de los rectángulos verticales. GA, líneas con los 
productos de reacción de Maxam y Gilbert A+G. 
C) Alineamiento de la región protegida por GnbR con regiones promotoras de la familia de 
reguladores transcripcionales GntR/HutC: HutC (Hu et al., 1989); FarR (Quail et al., 
1994); TreRo1  y TreRo2 (Schock and Dahl, 1996); KorSA (Sezonov et al., 2000); 
NagRdrenagP y NagRdrenagP (Bertram et al., 2011); PckR (Hyeon et al., 2012); lolR (Klaffl 
et al., 2013). Las bases conservadas en todas las secuencias se marcan con fondo negro, y 
las conservadas en al menos cinco de las diez secuencias con fondo gris. Repeticiones 
invertidas en el sitio de unión de GnbR se encuentran marcadas con flechas. 
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4.2.1 La -N-acetilglucosaminidasa BnaG de L. casei es una proteína 
extracelular anclada a pared 
 
El análisis del entorno genómico del operon gnb, descrito en el capítulo 4.1 de 
esta tesis, y responsable de la utilización de lacto-N-biosa (LNB), galacto-N-biosa 
(GNB) y N-acetil-galactosamina (GalNAc) en L. casei BL23, reveló la presencia de dos 
genes, uno llamado bnaG (LCABL_02860) y otro llamado manA (LCABL_02870), 
anotados respectivamente como un hipotético precursor de -N-acetilglucosaminidasa y 
una hipotética manosa-6P isomerasa (Fig. 4.2.1A).  El análisis de la secuencia deducida 
de aminoácidos de bnaG mostró un dominio proteico conservado GH20_DapB_LnbB 
(cd06564), desde el aminoácido 38 al 377 (Marchler-Bauer et al., 2015). Este dominio 
catalítico está clasificado dentro de la familia 20 de glicosil hidrolasas de la 
“carbodydrate active enzyme classification” (GH20; http://www.cazy.org) y está 
presente en la dispersina B (DspB), la lacto-N-biosidasa (LnbB) y proteínas 
relacionadas.  La dispersina B es una β-N-acetilglucosaminidasa soluble que hidroliza 
polímeros de GlcNAc unidos por enlaces β-(1,6) (Manuel et al., 2007), y la lacto-N-
biosidasa hidroliza lacto-N-tetraosa (LNT) liberando LNB y lactosa (Wada et al., 2008). 
Previamente se ha descrito en BnaG un dominio de anclaje a la pared dependiente de 
sortasa en su extremo C-terminal, desde el aminoácido 533 al 569 (Munoz-Provencio et 
al., 2012).  Un análisis de la secuencia utilizando el programa SignalP (versión 4.0) 
(http://www.cs.dtu.dk) mostró además que BnaG contiene un péptido señal para 
secreción en su extremo N-terminal, desde el aminoácido 1 al 32. Para demostrar si el 
producto del gen bnaG era el responsable de la actividad -N-acetilglucosaminidasa 
presente en células enteras de L. casei BL23 (Munoz-Provencio et al., 2012), se 
construyó una cepa mutante en bnaG (BL380). Los resultados mostraron que la cepa 
parental BL23 posee una actividad -N-acetilglucosaminidasa más alta cuando es 
cultivada en medio MRS basal suplementado con ribosa que cuando se cultiva en ese 
medio suplementado con glucosa (Tabla 4.2.1), confirmando las observaciones de 
estudios previos donde se demostró que la actividad N-acetilglucosaminidasa en L. 
casei estaba sujeta a represión catabólica por glucosa (Monedero et al., 1997). La 
actividad -N-acetilglucosaminidasa no solo fue encontrada en células enteras sino que 
también se encontró en los sobrenadantes de cultivo (Tabla 4.2.1), lo cual sugiere que 
parte de la enzima es liberada al medio de cultivo como enzima libre. Tanto las células 
enteras como los sobrenadantes de la cepa BL380 no presentaron actividad                  
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-N-acetilglucosaminidasa (Tabla 4.2.2), indicando que la proteína codificada por el 
gen bnaG es la responsable de la actividad -N-acetilglucosaminidasa en                       
L. casei BL23. 
 
 
Fig. 4.2.1. A) Representación esquemática del fragmento de DNA de L. casei BL23 de 
11,2 kpb por encima del operón gnb, donde se encuentra el precursor de la -N-
acetilglucosaminidasa y la manosa-6P –isomerasa.  B) Representación esquemática de 
las rutas metabólicas propuestas para la lacto-N-triosa y la 3´-N-Acetilglucosaminil-
manosa en L. casei BL23. PTS, sistema fosfotransferasa de azúcares dependiente de 
fosfoenolpiruvato GlcNAc, N-acetilglucosamina; Gal, galactosa; Man, manosa; LacG, 
fosfo-β-galactosidasa; NagA, N-acetilglucosamina-6P deacetilasa; NagB, Glucosamina-
6P deaminasa.  
B
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Fig. 4.2.2. Gel SDS-PAGE 10% teñido con “coomasie 
blue”, donde se observan las proteínas purificadas. BnaG 
(6xHis--N-acetilglucosaminidasa), y ManA (6xHis-
Manosa-6P-isomerasa). P (marcador de peso molecular). 
Los números en la derecha corresponden a los pesos 
moleculares del marcador en kDa.  
Tabla. 4.2.1. Actividad -N-acetilglucosaminidasa en células enteras y 
sobrenadantes de L. casei BL23 crecido en MRS de fermentación suplementado con 
glucosa o ribosa. 
*La actividad -N-acetilglucosaminidasa fue determinada con 4-NP-N-acetil-β-
D-glucosaminido. Los valores representan  la media de cuatro mediciones 
diferentes ± la desviación estándar.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.2 Especificidad de sustrato y características enzimáticas de la -
N-acetilglucosaminidasa BnaG de L. casei BL23 
 
Para realizar la caracterización enzimática de la proteína BnaG, ésta se ha 
clonado y expresado en E. coli con una etiqueta de histidinas, sin el péptido señal en la 
región N-terminal y sin el dominio de anclaje a la pared celular del extremo C-terminal. 
La proteína purificada mostró un peso molecular de 55 kDa, que coincide con el peso 
molecular calculado para la proteína modificada 6xHis-BnaG (55.250 Da; Fig. 4.2.2).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La enzima BnaG recombinante es capaz de hidrolizar p-NP-GlcNAc y el o-NP-
β-D-galactopiranosido, sin embargo éste último es hidrolizado de forma ineficiente 
 *Actividad -N-acetilglucosaminidasa 
(nmol/min/OD) en medio con: 
Cepas Glucosa Ribosa 
Células enteras   
   BL23 (WT) 0.223 ± 0.015 2.962 ± 0.011 
   BL380 (bnaG) 0.0 ± 0.013 0.0 ± 0.015 
Sobrenadantes   
   BL23 (WT) 0.247 ± 0.003 0.934 ± 0.075 
   BL380 (bnaG) 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 
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(Tabla4.2.2). A pesar del alto grado de homología (91% de identidad) encontrado entre 
la secuencia aminoacídica de BnaG y la -N-acetilglucosaminidasa de L. casei ATCC 
27092 (Senba et al., 2000), la Km, el pH óptimo y la temperatura óptima fueron 
diferentes. La Km (6.4 μM) de la enzima de la cepa ATCC 27092 muestra una afinidad 
por el sustrato p-NP-GlcNAc de 350 veces mayor que la de BnaG. Las modificaciones 
descritas arriba sobre la secuencia de la proteína BnaG purificada aquí podrían influir en 
las diferencias entre las dos β-N-acetilglucosaminidasas. De hecho la enzima de la cepa 
ATCC 27092 posee un peso molecular de 39 kDa, bastante menor al determinado para 
BnaG. Respecto a los oligosacáridos naturales, BnaG es capaz de hidrolizar lacto-N-
triosa liberando GlcNac y lactosa. Sin embargo no hidroliza ni LNT ni lacto-N-
neotetraosa, las cuales poseen el mismo enlace glicosídico GlcNAc-β-1,3-lactosa, esto 
indica que BnaG tiene actividad exoglicosidasa pero no endoglicosidasa. BnaG también 
es capaz de degradar los disacáridos 3’-N-acetilglucosaminil-manosa, 3’-N-
acetilgalactosaminil-galactosa, GNB y LNB, sin embargo los dos últimos son 
hidrolizados ineficientemente (Tabla4.2.2). Estos resultados indican que la -N-
acteilglucosaminidasa BnaG de L. casei BL23 tiene alta especificidad por los enlaces 
glicosídicos β-(1,3), y dentro de estos, los azúcares con enlaces β-(1,3) a las N-
acetilhexosaminas (GlcNAc y GalNAc) son mejores sustratos que los azúcares con las 
correspondientes hexosas (Glc y Gal). 
 
4.2.3. L. casei BL23 fermenta la lacto-N-triosa y la hidroliza 
utilizando la -N-acetilglucosaminidasa BnaG 
 
Para determinar la capacidad de L. casei BL23 de metabolizar la lacto-N-triosa, 
3’-N-acetilglucosaminil-manosa, y 3’-N-acetilgalactosaminil-galactosa, que eran 
sustratos in vitro para la BnaG, se analizó el perfil del crecimiento en MRS basal 
suplementado con 2 mM de cada uno de estos oligosacáridos de forma independiente.  
L. casei BL23 fue capaz de crecer utilizando lacto-N-triosa y 3’-N-acetilglucosaminil-
manosa como fuentes de carbono (Fig. 4.2.3A). Por el contrario, la presencia de 3’-N-
acetilgalactosaminil-galactosa generó una disminución en el crecimiento de la cepa en 
comparación con el crecimiento residual en el medio MRS basal sin suplementar (Fig. 
4.2.3A), lo cual sugiere un efecto tóxico de este disacárido. En la misma gráfica se 
puede observar el control positivo, en este caso se utilizó el crecimiento de L. casei
4.2 – Resultados 
 
105 
Carbohidratos utilizados como sustrato: NP, nitrofenil; Glc, glucosa; Gal, 
galactosa; GlcNAc, N-acetilglucosamina; GalNAc, N-acetilgalactosamina; 
Man, manosa; Fru, fructosa. El sustrato fue totalmente hidrolizado (+), 
parcialmente hidrolizado (+/-), o no se detectó actividad (-), después de 16 h 
de reacción en las condiciones descritas en “Materiales y Métodos”.  La 
actividad enzimática fue determinada con 4-NP-N-acetil-β-D-
glucosaminido. 
Tabla. 4.2.2. Actividad  y caracterización de BnaG.   
 
Sustrato Actividad 
p-NP-N-acetil--D-glucosaminido       + 
o-NP--D-galactopiranosido       +/- 
p-NP--D-glucopiranosido       - 
o-NP-1-thio--D-galactopiranosido       - 
p-NP--D-glucuronido        - 
p-NP--D-glucopiranosido       - 
p-NP--D- galactopiranosido       - 
p-NP--L- fucopiranosido       - 
Lacto-N-triosa (GlcNAc1-3Gal1-4Glc)       + 
3’-N-Acetilglucosaminil-Manosa (GlcNAc1-3Man)       + 
3’-N-Acetilgalactosaminil-Galactosa (GalNAc1-3Gal)       + 
Galacto-N-biosa (Gal1-3GalNAc)       +/- 
Lacto-N-biosa (Gal1-3GlcNAc)       +/- 
Lacto-N-tetraosa (Gal1-3GlcNAc1-3Gal1-4Glc)       - 
Lacto-N-neotetraosa (Gal1-4GlcNAc1-3Gal1-4Glc)        - 
6’-Galactopiranosil-GlcNAc (Gal1-6GlcNAc)       - 
4’-Manopiranosil-GlcNAc (Man1-4GlcNAc)       - 
4’-Galactofuranosil-GlcNAc (Gal1-4GlcNAc)       - 
Lactosa (Gal1-4Glc)       - 
N-acetil-lactosamina (Gal1-4GlcNAc)       - 
Lactulosa (Gal1-4Fru)       - 
Maltosa (Glc1-4Glc)       - 
Maltotriosa (Glc1-4Glc1-4Glc)       - 
Caracterización  
Vmax (mol (mg proteína/min)    33,3 
Km (mM)      2,3 
pH óptimo      6,5 
Temperatura óptima (ºC)       53 
 
 
 
 
 
 
 
 
BL23 en el medio suplementado con lactosa (Fig. 4.2.3A). La lacto-N-triosa resultó ser 
una fuente de carbono más eficiente en comparación a la lactosa o la 3’-N-
acetilglucosaminil-manosa. En la gráfica se puede observar que el cultivo de L. casei en 
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presencia de lacto-N-triosa alcanzó una densidad óptica mayor, lo cual es coherente con 
la utilización de sus tres monosacáridos en lugar de los dos de la lactosa o la 3’-N-
acetilglucosaminil-manosa.  
 
Para determinar si la β-N-acetilglucosaminidasa BnaG estaba involucrada en la 
utilización de la lacto-N-triosa y la 3’-N-acetilglucosaminil-manosa, se cultivó la cepa 
mutante BL380 (bnaG) en MRS basal suplementado con estos oligosacáridos como 
única fuente de carbono. El patrón de crecimiento de esta cepa en lacto-N-triosa fue 
similar al del control negativo crecido en medio de cultivo sin suplementar, indicando 
que BnaG es necesaria para la utilización de este trisacárido (Fig. 4.2.3B). Se analizó 
por HPLC el contenido en azúcares de los sobrenadantes del medio de cultivo de la cepa 
BL380 y se detectó la presencia de lacto-N-triosa, mientras que en la cepa parental 
BL23 este trisacárido es consumido por completo. En ésta última cepa los productos de 
la hidrolisis de lacto-N-triosa (GlcNAc y lactosa) también fueron consumidos. Los 
resultados presentados hasta aquí en este capítulo sugieren que BnaG es una enzima 
extracelular y que por lo tanto hidrolizaría la lacto-N-triosa fuera de las células en 
lactosa y GlcNAc. 
 
Un análisis de las secuencias genómicas disponibles de las especies del género 
Lactobacillus (hhtp://www.nci.nlm.nih.gov/genomes) mostró que el gen bnaG se 
encuentra presente solo en las especies de L. casei y L. paracasei. Curiosamente este 
gen no está conservado en L. rhamnosus, que es una especie filogenéticamente 
relacionada con las anteriores. Con el objeto de analizar si esta última especie podia 
metabolizar la lacto-N-triosa, se cultivaron las cepas de L. rhamnosus BL327, BL358 y 
BL377 (CECT 288, HN001 y ATCC 53103 [GG], respectivamente) en MRS basal 
suplementado con 2 mM de este trisacárido (Fig. 4.2.3C). Los resultados han 
demostrado que las cepas BL327 y BL377 no metabolizan la lacto-N-triosa, pero la 
cepa BL358 si es capaz de crecer en este carbohidrato como fuente de carbono (Fig. 
4.2.3C), sugiriendo que además de BnaG, las especies de lactobacilli tienen otras 
enzimas involucradas en el catabolismo de la lacto-N-triosa.   
 A pesar de que la 3’-N-acetilglucosaminil-manosa es un sustrato in vitro de 
BnaG, la tasa de crecimiento de la cepa BL380 en este disacárido (0,120 h-1) es similar a 
la de la cepa parental BL23 (0,113 h-1) (Fig. 4.2.3), sugiriendo que el metabolismo es 
independiente de esta glicosidasa. Esto coincide con los análisis por HPLC de los 
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Fig. 4.2.3. Curvas de crecimiento de A) L. casei BL23 en MRS basal sin suplementar 
(negro) o suplementado con lacto-N-triosa (rojo), 3´-N-acetilglucosaminil-manosa (azul), 
3´-N-acetilgalactosaminil-galactosa (cyan oscuro), lactosa (verde) o lacto-N-neotetraosa 
(violeta). B) L. rhamnosus BL327 en MRS basal sin suplementar (verde claro) o 
suplementado con lacto-N-triosa (verde oscuro), BL358 en MRS basal sin suplementar 
(rosa) o suplementado con lacto-N-triosa (rojo) y BL377 en MRS basal sin suplementar 
(celeste) o suplementado con lacto-N-triosa (azul). C) L. casei BL380 (bnaG) en MRS 
basal sin suplementar (negro) o suplementado con lacto-N-triosa (rojo), 3´-N-
acetilglucosaminil-manosa (azul) o lactosa (verde). D) L. casei BL126 (ptsI) en MRS 
basal sin suplementar (negro) o suplementado con, 3´-N-acetilglucosaminil-manosa (azul) 
o glucosa (cyan). Datos representados como la media de al menos tres réplicas. 
Desviación estándar indicada con barras de error.  
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azúcares presentes en los sobrenadantes de los cultivos, en los cuales no se detectó 3’-
N-acetilglucosaminil-manosa en ninguna de las dos cepas. Para determinar si este 
disacárido es transportado por algún PTS al interior celular se determinó el patrón de 
crecimiento de la cepa BL126 (ptsI) (Viana et al., 2000) en presencia de este disacárido 
(Fig. 4.2.3D). Esta cepa mutante es incapaz de crecer utilizando 3’-N-
acetilglucosaminil-manosa como fuente de carbono, indicando que su transporte en L. 
casei es dependiente de un sistema PTS. 
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Fig. 4.2.4. Cinética de absorbancia de NADH determinada en el ensayo espectrofotométrico 
para determinar la actividad de la enzima ManA descrito en materiales y métodos. 
Sustratos: Manosa-6P (círculos llenos), o Fructosa-6P (círculos vacíos).  
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4.2.4. La enzima ManA es necesaria para el metabolismo de manosa 
y del disacárido 3’-N-Acetilglucosaminil-manosa en L. casei BL23 
 
Como se mostró anteriormente, la 3’-N-acetilglucosaminil-manosa es una fuente 
de carbón aprovechable por L. casei BL23, y como uno de sus monosacáridos 
constituyentes es manosa, hemos analizado si el gen manA estaba involucrado en el 
metabolismo de este disacárido. La secuencia deducida de aminoácidos de manA 
presenta un 53% y 48% de identidad con secuencias de las manosa-6P-isomerasas de 
tipo 1 caracterizadas (EC.5.3.1.8) en Streptococcus mutans (Sato et al., 1993) y Bacillus 
sutilis (Yeom et al., 2009), respectivamente. El gen manA de L. casei BL23 codifica 
para una proteína de 323 aminoácidos, sin péptido señal o secuencia de anclaje a la 
pared celular, que fue clonada y expresada en E. coli. La proteína purificada mediante 
una etiqueta de histidinas mostró un peso molecular de 37 kDa, que coincide con el peso 
molecular calculado para la proteína 6xHis-Man (36.815 Da; Fig. 4.2.2). La actividad 
enzimática de ManA fue analizada a través del seguimiento de la conversión de 
manosa-6P a fructosa-6P (Fig. 4.2.4), y se obtuvo una Vmax de 1.11 μmol/mg 
proteína/min, y una Km de 2,78 mM.  
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Fig. 4.2.5. Curvas de crecimiento de L. casei BL23 (A) y la cepa mutante BL381 
(∆manA) (B),  en MRS basal sin suplementar (negro) o suplementado con 3´-N-
acetilglucosaminil-manosa (azul) o manosa (rosa). Datos representados como la media 
de al menos tres réplicas. Desviación estándar indicada con barras de error. 
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Para determinar si la manosa-6P isomerasa ManA estaba involucrada en el 
metabolismo de la 3’-N-acetilglucosaminil-manosa en L. casei BL23 se construyó la 
cepa BL381, un mutante en el gen manA. Esta cepa mostró una tasa de crecimiento 
(0,064 h-1) más baja que la cepa parental BL23 (0,113 h-1) en MRS basal suplementado 
con este disacárido (Fig. 4.2.5), indicando que el producto de manA participa en el 
metabolismo de la 3’-N-acetilglucosaminil-manosa en L. casei BL23. A pesar de esto, 
la manosa no fue detectada en los sobrenadantes de cultivo de la cepa BL381, lo cual 
concuerda con el hecho de que la densidad celular máxima alcanzada fue similar a la 
cepa parental BL23. La tasa de crecimiento de la cepa BL381 (manA) en MRS basal 
suplementado con manosa como fuente de carbono (0,026 h-1) fue menor que la del 
control negativo de la misma cepa crecido en el mismo medio sin suplementar (0,038 h-
1) (Fig. 4.2.5B), indicando que ManA es necesaria para la utilización de manosa en L. 
casei BL23. Curiosamente, después de 24 horas de cultivo, la densidad óptica alcanzó 
un valor similar a la del control, lo cual indica que el crecimiento de la cepa BL381 fue 
recuperado. Estos resultados, junto con el perfil de crecimiento de la cepa BL381 en 
presencia de la 3’-N-acetilglucosaminil-manosa sugieren que el crecimiento sostenido 
por el consumo de la GlcNAc, podría permitir la expresión de otros genes implicados en 
el metabolismo de la manosa.  
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Fig. 4.3.1. Curvas de crecimiento de Lactobacillus casei BL23 en 
MRS basal sin suplementar (negro), suplementado con N-
acetillactosamina (LacNAc) (rojo), o con lactosa (verde). Los datos 
están representados como la media de al menos tres réplicas. La 
desviación estándar está indicada con barras de error.  
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4.3.1. L. casei BL23 fermenta la N-acetillactosamina (LacNAc)  
 
En los capítulos anteriores de esta Tesis se ha caracterizado la capacidad de la 
cepa L. casei BL23 de metabolizar la LNB, que constituye el núcleo de los OLH de tipo 
1, la GNB, que es el núcleo principal de la O-glicosidación en glicoproteínas y la lacto-
N-triosa,  que forma parte de la estructura tanto de los OLH del tipo 1 como del tipo 2. 
En este capítulo se ha analizado en L. casei BL23 el metabolismo de la LacNAc, que 
constituye el núcleo de los OLH de tipo 2.  Para ello se ha cultivado esta cepa en medio 
de cultivo MRS basal suplementado con 4 mM de LacNAc. Los resultados han 
demostrado que L. casei BL23 es capaz de crecer en presencia de este disacárido como 
fuente de carbono fermentable (Fig. 4.3.1). Como control positivo se utilizó el patrón de 
crecimiento de esta cepa en presencia de lactosa (Fig. 4.3.1). La densidad celular 
alcanzada por L. casei BL23 fue similar en ambos disacáridos, aunque el periodo de 
adaptación a los azúcares fue mayor en LacNAc que en lactosa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3 – Resultados 
 
114 
4.3.2. La LacNAc es transportada por el PTS de la lactosa  
 
La mayoría de los PTS son específicos para un carbohidrato, sin embargo hay 
PTS que pueden transportar dos o más azúcares relacionados estructuralmente, este es el 
caso del PTS descrito en el primer capítulo de esta tesis y otros PTS que transportan -
glucósidos (Deutscher et al., 2006; Le Coq et al., 1995; Tanaka et al., 2011). Así que 
analizamos si la LacNAc (Galβ1-4GlcNAc), que es estructuralmente similar a la LNB 
(Galβ1-3GlcNAc), y a la lactosa (Galβ1-4Glc), era transportada en L. casei BL23 por el 
PTSGnb (Fig. 4.1. 4A) o por el PTSLac (Fig. 4.3.2), implicados en el transporte de la LNB 
y lactosa, respectivamente. Se ensayó la capacidad de fermentar LacNAc en la cepa 
mutante BL385 (gnbC) (Tabla 3.1), y las cepas BL153 (lacE) y BL155 (lacF) 
construidas previamente (Gosalbes et al., 1999), y que son mutantes para las 
subunidades EIICB y EIIAdel PTSLac, respectivamente. La cepa BL385 fue capaz de 
crecer utilizando la LacNAc como fuente de carbono, de igual forma a la cepa parental 
BL23 (Fig. 4.3.3A). Por el contrario las cepas BL153 y BL155 no crecieron en 
presencia de LacNAc (Fig. 4.3.3 B y C). Se utilizó la glucosa como control positivo de 
crecimiento y lactosa como control negativo. El análisis del contenido en azúcares de 
los sobrenadantes demostró que en estas dos últimas cepas el disacárido no fue 
consumido, indicando que los dominios EIICB y EIIA codificados por lacE y lacF 
respectivamente, están involucrados en el transporte de la LacNAc. Se ha demostrado 
anteriormente que en L. casei el PTS puede llevar a cabo el transporte de carbohidratos 
sin estar acoplado a su fosforilación (Rodriguez-Diaz et al., 2012a), así que con el 
objeto de analizar la función del PTSLac en el transporte y fosforilación de la LacNAc, 
se determinó el patrón de crecimiento de la cepa BL126 (ptsI) (Viana et al., 2000) en 
presencia de este disacárido (Fig.4.3.3D). Los resultados han demostrado que esta cepa 
mutante en la enzima I, que es un componente general de los sistemas PTS, es incapaz 
de crecer utilizando la LacNAc como fuente de carbono, sugiriendo que es internalizada 
como un derivado fosforilado. Como control positivo se ha cultivado la cepa BL126 en 
glucosa, y como control negativo en lactosa, ya que ésta es transportada únicamente por 
el sistema PTS en L. casei (Viana et al., 2000) (Fig. 4.3.3D). 
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Fig. 4.3.2. A) Representación esquemática del operón lac en el cromosoma de L. casei BL23. 
Se indican los distintos genes. B) Representación esquemática de las rutas metabólicas de la 
lactosa y la N-acetillactosamina en L. casei BL23. IIB, IIC y IIA, subunidades del sistema 
fosfotransferasa dependiente de fosfoenolpiruvato (PTS); LacG, fosfo-β-galactosidasa; NagA, 
N-acetil-glucosamina deacetilasa; NagB, glucosamina-6P deaminasa; LacAB, galactosa-6P 
isomerasa 
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Fig. 4.3.3. Curvas de crecimiento de las cepas mutantes Lactobacillus casei BL385 
(gnbC) (A), BL153 (lacE) (B), BL155 (lacF) (C), y BL126 (ptsI) (D), en MRS basal 
sin suplementar (negro) o suplementado con  LacNAc (rojo), glucosa (azul) o lactosa 
(verde) como fuente de carbono. Datos representados como la media de al menos tres 
réplicas. Desviación estándar indicada con barras de error.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3.3. LacG es la enzima responsable de hidrolizar LacNAc 
 
Para determinar si la fosfo-β-galactosidasa LacG está involucrada en la 
utilización de la LacNAc en L. casei BL23 se construyó un mutante en el gen lacG 
(cepa BL400). Esta cepa se cultivó en medio MRS basal suplementado con 4 mM de 
LacNAc y los resultados demuestran un patrón de crecimiento en este sustrato 
comparable con el del control negativo (MRS basal sin suplementar con fuente de 
carbono) (Fig. 4.3.4). Tampoco se observó crecimiento en presencia de lactosa, único 
sustrato descrito anteriormente para el operón lac (Gosalbes et al., 2000; Gosalbes et 
al., 1997; Gosalbes et al., 1999). Estos resultados sugieren que LacG es necesaria para 
la utilización de ambos disacáridos, siendo esta la responsable de la hidrólisis de los 
mismos. El análisis de la presencia de azúcares en los sobrenadantes del medio de 
cultivo de la cepa BL400 (lacG) detectó lactosa y LacNAc, respectivamente, mientras 
que no se detectaron en los sobrenadantes de la cepa parental BL23. 
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Fig. 4.3.4. Gel SDS-PAGE 10% teñido con 
azul de coomasie, donde se observa la 
proteínas purificada 6xHis-LacG (LacG) . 
P (marcador de peso molecular). Los 
números en la izquierda corresponden a los 
pesos moleculares del marcador en kDa.    
Fig. 4.3.4. Curvas de crecimiento de la cepa mutante Lactobacillus casei BL400 
(lacG) en MRS basal sin suplementar (negro) o suplementado con LacNAc (rojo), 
glucosa (azul) o lactosa (verde) como fuente de carbono. Los datos están 
representados como la media de al menos tres réplicas. La desviación estándar está 
indicada con barras de error.  
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LacG (EC 3.2.1.85) pertenece a la familia 1 de glicosil hidrolasas (GH 1; 
http://www.cazy.org) y con el objeto de caracterizarla se expresó en E. coli y se purificó 
como una proteína con una etiqueta de histidinas. La proteína purificada mostró un peso 
molecular de 55 kDa de acuerdo con el calculadopara la masa de la proteína más la 
etiqueta de histidinas (54,8 kDa; Fig. 4.3.4).  La enzima 6xHis-LacG no presenta 
actividad sobre el sustrato o-NP-β-D-galactopiranosido, sin embargo si es capaz de 
hidrolizarlo cuando está fosforilado (Tabla 4.3.1). En este caso se ha determinado para 
el sustrato o-NP-β-D-galactopiranosido-6-fosfato una Km de 3,03 mM y una Vmax de 
1,43 μmoles/min.mg proteína (Tabla 4.3.1). El enzima tiene un pH óptimo de 7,0 y 
unatemperatura óptima de 41ºC. 6xHis-LacG no fue capaz de hidrolizar ninguno de los 
oligosacáridos naturales ensayados, probablemente esto se deba a que esta enzima es 
específica para sustratos fosforilados.  
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Carbohidratos utilizados como sustrato: NP, nitrofenil; Glc, glucosa; Gal, galactosa; GlcNAc, 
N-acetilglucosamina; GalNAc, N-acetilgalactosamina; Man, manosa; Fru, fructosa. El sustrato 
fue totalmente hidrolizado (+), parcialmente hidrolizado (+/-), o no se detectó actividad (-), 
después de 16 h de reacción en las condiciones descritas en “Materiales y Métodos”.  La 
caracterización enzimática (Vmax, Km, pH óptimo y temperatura) fue realizada utilizando o-
NP-β-D-galactopiranosido-6-fosfato. 
Tabla. 4.3.1. Actividad  y caracterización de 6xHis-LacG. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3.4. Participación de la ruta de la Tagatosa-6P en el metabolismo 
de lactosa y LacNAc en L. casei  
 
Los resultados mostrados anteriormente sugieren que al igual que la lactosa, la 
LacNAc es transportada y fosforilada por el PTSLac y posteriormente hidrolizada por la 
fosfo-β-galactosidasa LacG en GlcNAc y Gal-6P (Fig. 4.3.2B). Está aceptado que la 
Sustrato Actividad 
o-NP--D-galactopiranósido       - 
p-NP--D-glucopiranósido       - 
o-NP-1-thio--D-galactopiranósido       - 
p-NP--D-glucurónido       - 
p-NP-N-acetil--D-glucosamínido       - 
p-NP--D-glucopiranósido       - 
p-NP--D- galactopiranósido       - 
p-NP--L- fucopiranósido       - 
o-NP--D-galactopiranósido-6-fosfato       + 
Lacto-N-biosa (Gal1-3GlcNAc)       - 
Galacto-N-biosa (Gal1-3GalNAc)       - 
Lacto-N-tetraosa (Gal1-3GlcNAc1-3Gal1-4Glc)       - 
Lacto-N-neotetraosa (Gal1-4GlcNAc1-3Gal1-4Glc)        - 
3’-N-Acetilgalactosaminil-Gal (GalNAc1-3Gal)       - 
3’-N-Acetilglucosaminil-Man (GlcNAc1-3Man)       - 
4’-Galactofuranosil-GlcNAc (Gal1-4GlcNAc)       - 
Fucosil-1-3GlcNAc       - 
Lactosa (Gal1-4Glc)       - 
N-acetil-lactosamina (Gal1-4GlcNAc)       - 
Lactulosa (Gal1-4Fru)       - 
Maltosa (Glc1-4Glc)       - 
Maltotriosa (Glc1-4Glc1-4Glc)       - 
Caracterización  
Vmax (mol (mg proteína-1 min-1)      1,43 
Km (mM)      3,03 
pH óptimo      7,0 
Temperatura óptima (ºC)      41 
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Fig. 4.3.5. Curvas de crecimiento de 
Lactobacillus casei BL23 (wt) en MRS 
basal suplementado con lactosa (verde 
oscuro) o LacNAc (rojo) como fuente de 
carbono, la cepa mutante L. casei BL393 
(lacAB) en MRS basal suplementado con 
lactosa (verde), o LacNAc (fucsia), como 
fuente de carbono, y la cepa mutante L. 
casei BL388 (nagA) en MRS basal 
suplementado con LacNAc  (rosa). Los 
datos están representados como la media 
de al menos tres réplicas. La desviación 
estándar está indicada con barras de error.  
Gal-6P, generada durante el transporte de galactosa por el PTSGal o del metabolismo de 
la lactosa, es metabolizada por la ruta de la Tag-6P en L. casei (Alpert and Siebers, 
1997; Bettenbrock et al., 1999), sin embargo esto nunca ha sido investigado a nivel 
genético. Para demostrar si la Gal-6P generada durante el catabolismo de la lactosa y de 
la LacNAc se metaboliza a través de la ruta de la tagatosa-6P se ha utilizado la cepa 
mutante BL393 (lacAB) descrita en el capítulo 4.1 y que es deficiente en la Gal-6P 
isomerasa. Esta cepa mostró unas tasas de crecimiento en lactosa (0,029 h-1) y en 
LacNAc (0,031 h-1) menores que la cepa parental BL23 en estos disacáridos (0,101 h-1 y 
0,052 h-1, respectivamente) (Fig. 4.3.5). Estos resultados sugieren que la galactosa 
liberada durante el catabolismo de la lactosa y la LacNAc en L. casei BL23 se lleva a 
cabo a través de la ruta de la Tag-6P, y que el crecimiento observado en la cepa BL393 
(lacAB) en estos disacáridos se debe al metabolismo de la glucosa o GlcNAc, 
resultantes de la hidrólisis de la lactosa o la LacNAc, respectivamente.  
 
4.3.5. Participación de nagA en el metabolismo de LacNAc en L. 
casei  
 
Con el objeto de investigar la ruta metabólica de la GlcNAc liberada durante el 
catabolismo de la LacNAc en L. casei, se ha analizado si el gen nagA, que codifica para 
la GlcNAc-6P deacetilasa, está implicado en su metabolismo. Para ello se ha analizado 
el crecimiento de la cepa mutante BL388 (nagA), descrita en el capítulo 4.1, en medio 
MRS basal suplementado con 4 mM de LacNAc. Los resultados demostraron para esta 
cepa una tasa de crecimiento en LacNAc (0,043 h-1) menor que la cepa parental BL23 
(0,052 h-1) (Fig. 4.3.5), sugiriendo que nagA está implicado en el metabolismo de la 
GlcNAc resultante de la hidrólisis del disacárido. 
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Fig. 4.3.6. Curvas de crecimiento de la cepa mutante Lactobacillus casei 
BL195 (lacT) en MRS basal sin suplementar (negro) o suplementado con 
LacNAc (rojo), glucosa (azul) o lactosa (verde) como fuente de carbono. 
Datos representados como la media de al menos tres réplicas. Desviación 
estándar indicada con barras de error.  
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4.3.6. El antiterminador transcripcional LacT está implicado en el 
metabolismo de la LacNAc en L. casei BL23 
 
El operón lac de L. casei BL23 está sujeto a la inducción por lactosa a través de 
un mecanismo de antiterminación trancripcional, en el cual el antiterminador LacT está 
regulado negativamente por las enzimas EIILac involucradas en el transporte de la 
lactosa (Gosalbes et al., 2002). Con el objeto de analizar la implicación de LacT en el 
metabolismo de LacNAc, se cultivó la cepa mutante BL195 (lacT) (Gosalbes et al., 
2002) en medio MRS basal suplementado con LacNAc. Se utilizaron cultivos en 
presencia de glucosa y lactosa como controles positivo y negativo, respectivamente. Los 
resultados demostraron que esta cepa mutante exhibía un crecimiento en presencia de 
LacNAc comparable al del control negativo (Fig. 4.3.6), confirmando que el 
antiterminador transcripcional LacT, que regula la expresión del operon lac, está 
involucrado en el metabolismo de la LacNAc. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3.7. Análisis transcripcionales del operón lac mediante RT-qPCR.  
 
Análisis de Northern blot han demostrado previamente que el operón lacTEGF  
(Fig. 4.3.2A) en L. casei BL23 está inducido por lactosa y reprimido por glucosa 
(Gosalbes et al., 1999). Para comprobar si la transcripción de los genes lac está también 
4.3 – Resultados 
 
121 
lo
g
2
 (
m
R
N
A
 f
o
ld
 d
iff
e
re
n
c
e
)
0
2
4
6
8
10
Gal GlcNAc LacNAc Lac Glu+Lac Glu+LacNAc
Fig. 4.3.7. Análisis transcripcional por RT-qPCR de lacT (barras gris claro), lacE (gris 
oscuro), lacG (negras), y lacF (líneas diagonales), en L. casei BL23 crecido en MRS 
basal suplementado con Gal, GlcNAc, LacNAc, Lac, Glu+Lac y Glu+LacNAc. Se 
utilizó como referencia los niveles de expresión de L. casei BL23 crecida en MRS 
basal suplementado con glucosa. Datos representados como la media de tres réplicas 
de al menos dos muestras biológicas independientes. Error estándar indicado con 
barras de error.  
regulada por la LacNAc se han realizado análisis de RT-qPCR a partir de RNA aislado 
de cultivos de L. casei BL23 en medio MRS basal suplementado con galactosa, 
GlcNAc, glucosa, LacNAc o LacNAc + glucosa (Fig. 4.3.7). Para confirmar por RT-
qPCR los resultados obtenidos previamente por Northern blot se ha utilizado también 
RNA de cultivos en presencia de lactosa y lactosa + glucosa. Tomando como referencia 
los niveles de los transcritos de células cultivadas en glucosa, los genes lacT, lacE, 
lacG, y lacF fueron inducidos por LacNAc y por lactosa. Los niveles de inducción 
fueron del rango de 130 a 320 veces y de 100 a 200 veces en LacNAc y lactosa 
respectivamente (Fig. 4.3.7). Por el contrario, no se observa un aumento de la expresión 
de los genes lac en las mezclas de estos disacáridos con glucosa. Estos resultados 
indican que el operon lac está inducido por LacNAc, y confirman los resultados previos 
de su inducción por lactosa y represión catabólica por glucosa. En presencia de los 
monosacáridos constituyentes galactosa o GlcNAc, la expresión no aumenta en ninguno 
de los genes lac, lo cual demuestra que es el disacárido y no los monosacáridos 
resultantes de su hidrólisis el responsable de la inducción del operon lac.   
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Fig. 4.4.1. Síntesis de lacto-N-biosa (círculos llenos) y galacto-N-
biosa (círculos vacíos) mediante tranglicosidación catalizada por la 
fosfo-β-galactosidasa GnbG de L. casei BL23. El rendimiento se 
expresa como porcentaje respecto a la concentración del sustrato 
donador o-NPG (40 mM).  
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4.4.1. Actividad de transglicosidación de la fosfo-β-galactosidasa 
GnbG 
 
La fosfo-β-galactosidasa GnbG de Lactobacillus casei BL23 ha sido descrita en 
el capítulo 4.1 de esta tesis y los resultados demostraron que esta enzima es capaz de 
hidrolizar LNB y GNB. La especificidad de sustrato de esta enzima nos ha llevado a 
plantear la posibilidad de utilizar GnbG en reacciones de transglicosidación para 
sintetizar estos disacáridos. La actividad de transglicosidación de 6xHis-GnbG se ha 
evaluado utilizando o-NP-β-D-galactopiranosido (o-NPG) como sustrato donador y 
GlcNAc o GalNAc como sustratos aceptores. Los análisis por HPLC de las reacciones 
sugirieron que se estaban sintetizando disacáridos en cada reacción de 
transglicosidación cuyos tiempos de retención coincidían con los estándares de LNB y 
GNB, respectivamente. Para analizar la cinética de la transglicosidación por 6xHis-
GnbG se tomaron muestras a diferentes tiempos durante las reacciones y se determinó la 
presencia de LNB o GNB (Fig. 4.4.1). Los rendimientos máximos se obtuvieron a las 3 
h de reacción y fueron de 69 ± 4 % para LNB y 71 ± 1 % para GNB, respecto al o-NPG 
utilizado. 
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4.4.2. Síntesis y purificación de lacto-N-biosa (LNB) y galacto-N-
biosa (GNB) a escala preparativa 
 
Las reacciones de transglicosidación para sintetizar LNB y GNB se escalaron 
desde μl a ml según las condiciones descritas en la sección de Materiales y Métodos. 
Ambas reacciones, utilizando GlcNAc o GalNAc como sustratos aceptores 
respectivamente, fueron inyectadas en una columna cromatográfica de exclusión iónica 
de 250 x 21,2 mm (escala semi-preparativa) y las fracciones correspondientes de LNB y 
GNB fueron recolectadas (Fig. 4.4.2.). Los rendimientos máximos obtenidos fueron de 
10.7 ± 0.2 g/l de LNB y 10.8 ± 0.3 g/l de GNB. 
 
Para verificar la estructura y la pureza de los disacáridos sintetizados en el 
laboratorio (LNB y GNB) se analizaron mediante espectroscopia de resonancia 
magnética nuclear (RMN), y se las comparó con los disacáridos disponibles 
comercialmente de LNB y GNB (Fig. 4.4.3 y Fig. 4.4.4). El análisis de los espectros 
Fig. 4.4.2. Cromatogramas de HPLC de los productos de reacción de las reacciones de 
transglicosidación de GnbG utilizando GlcNAc (a) o GalNAc(c) como sustratos 
aceptores; Cromatogramas de HPLC de las fracciones recolectadas con la columna 
semi-preparativa correspondientes a LNB (b) y GNB (d). 1. Tris-HCL; 2. Lacto-N-
biosa; 3. GlcNAc; 4. Glicerol; 5. O-NPG; 6. Galacto-N-biosa; 7. GalNAc 
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Fig. 4.4.3. Espectros de coherencia cuántica única heteronuclear 1D y 2D de NMR 
adquiridos a 600 MHz y 27ºC 1H- 13C de LNB sintetizada y purificada (A), LNB 
comercial (B), GNB sintetizada y purificada (C) y GNB comercial (D). 
HSQC 1D 1H y 2D 1H-13 (Fig. 4.4.3) mostró valores de desplazamiento químico 1H y 
13C idénticos entre los disacáridos purificados y los comerciales. Además, los 
experimentos TOCSY 2D (Fig. 4.4.4) mostraron exactamente los mismos patrones de 
acoplamiento de “spin” entre los disacáridos sintetizados y los estándares comerciales. 
El conjunto de estos análisis confirmó las estructuras de la LNB y GNB sintetizadas en 
el laboratorio, a la vez que demostró la ausencia de estereoisómeros o subproductos de 
la reacción en las muestras purificadas. 
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Fig. 4.4.4. Correlación espectroscópica total 2D (TOCSY) de NMR adquiridas a 
600MHz y 27ºC 1H- 13C de LNB sintetizada y purificada (A), LNB comercial (B), 
GNB sintetizada y purificada (C) y GNB comercial (D). 
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4.4.3. Construcción de una variante de la enzima GnbG por 
mutagénesis dirigida 
 
Con el objeto de conocer la interacción de los substratos con GnbG y diseñar 
una enzima con un potencial de transgalactosidación mejorado, se determinó la 
estructura tridimensional de la enzima GnbG mediante difracción de Rayos X sobre 
cristales producidos a partir de dicho enzima en la Unidad de Cristalografía de 
Moléculas del Instituto de Biomedicina de Valencia. Los resultados obtenidos por el Dr. 
Alberto Marina (Anexo I) están incluidos aquí por aportar información valiosa acerca de 
la enzima GnbG caracterizada en este trabajo.  
 
El análisis de la estructura tridimensional de GnbG (Anexo I) reveló que los tres 
residuos carboxi terminales de ácido glutámico (Glu596, Glu597 y Glu598) podrían 
desempeñar un papel importante en la actividad catalítica de este enzima. Así que se 
construyó un enzima mutante (6xHis-GnbGMutEnd) con esos tres residuos 
deleccionados. La estructura tridimensional de la enzima mutante también fue 
determinada (Anexo I). Esta enzima se expresó en E. coli, se purificó y se ensayó su 
actividad hidrolítica. 6xHis-GnbGMutEnd presentó una velocidad máxima (Vmax) para 
la actividad hidrolítica de 0,4 micromoles/min/mg de proteína frente a 1,7 
micromoles/min/mg de proteína de la enzima silvestre, mostrando una reducción del 
76% en la actividad hidrolítica. 
 
Posteriormente se ensayó la síntesis de LNB y GNB por la glicosidasa 6xHis-
GnbGMutEnd, y se comparó respecto a la enzima silvestre. En las condiciones de 
reacción ensayadas (ver materiales y métodos) 6xHis-GnbGMutEnd presentó un 
rendimiento máximo del 72% para la síntesis de LNB (Fig. 4.4.5A) y del 76% (Fig. 
4.4.5B) para GNB respecto al substrato donador. Los resultados demostraron que los 
productos sintetizados, tanto LNB como GNB, son más estables a lo largo del tiempo en 
la reacción catalizada con la enzima mutante que con la parental, debido probablemente 
a que la mutante presenta una actividad hidrolítica más baja.  
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Fig. 4.4.5. Síntesis de lacto-N-biosa (A) y galacto-N-biosa (B) mediante 
tranglicosidación catalizada por la enzima GnbG silvestre (rojo) y la mutante 
GnbGMutEnd (azul). El rendimiento se expresa como porcentaje respecto a la 
concentración del sustrato donador o-NPG (40 mM).  
 
 
 
4.4.4. Fermentación in vitro de LNB y GNB por cepas de 
Lactobacillus 
 
La utilización de LNB y GNB por especies del género Bifidobacterium ha sido 
descrita previamente (Nishimoto and Kitaoka, 2007; Satoh et al., 2013; Xiao et al., 
2010). Sin embargo, el metabolismo de estos disacáridos por bacterias del género 
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Lactobacillus, género que cuenta con numerosas cepas probióticas, nunca ha sido 
estudiado. Así que con el objeto de analizar la capacidad de metabolizar LNB y GNB 
por parte de distintas especies del género Lactobacillus, se determinó su crecimiento en 
medio de cultivo MRS basal suplementado con estos disacáridos producidos en el 
laboratorio. No se observó crecimiento en presencia de LNB o GNB en las cepas 
ensayadas de L. plantarum, L. curvatus, L. acidophilus, L. delbruckii subsp. bulgaricus, 
L. pentosus, L. salivarius, L. intestinalis y L. taiwanensis (Fig. 4.4.6). Por el contrario, 
se observó crecimiento en cepas de L. casei, L. rhamnosus, L. zeae, L. gasseri and L. 
johnsonii. Así, 10 de las 11 cepas de L. casei utilizaron ambos disacáridos (Fig. 4.4.7), 
incluyendo la cepa BL23 utilizada como control positivo, cuya capacidad de fermentar 
LNB y GNB se ha descrito en el capítulo 4.1. La única cepa ensayada de esta especie 
que no pudo metabolizar los disacáridos fue la BL90. 
 
Fig. 4.4.6. Curvas de crecimiento de las cepas de L. plantarum BL8 y BL166, L. 
curvatus BL14, L. acidophilus BL17 y BL280, L. delbruckii subps. bulgaricos BL33,  
L. pentosus BL35,  L. salivarius BL158, L. intestinalis BL288 y  L. taiwanensis BL340 
en medio MRS basal sin suplementar (triángulos negros), suplementado con LNB 
(cuadrados azules) o suplementado con GNB (círculos rojos) como única fuente de 
carbono. Datos representados como la media de al menos tres réplicas. Desviación 
estándar indicada con barras de error.  
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Fig. 4.4.7. Curvas de crecimiento de las cepa de L. casei BL23, BL28, BL32, BL82 
BL83, BL86, BL87, BL90, BL91, BL93 y BL94 en medio MRS basal sin suplementar 
(triángulos negros), suplementado con LNB (cuadrados azules) o suplementado con 
GNB (círculos rojos) como única fuente de carbono. Datos representados como la 
media de al menos tres réplicas. Desviación estándar indicada con barras de error. 
BL82
Tiempo (h)
0 5 10 15 20 25 30
O
.D
. 
5
5
0
 n
m
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
BL23
Tiempo (h)
0 5 10 15 20 25 30
O
.D
. 
5
5
0
 n
m
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
BL28
Tiempo (h)
0 5 10 15 20 25 30
O
.D
. 
5
5
0
 n
m
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
BL32
Tiempo (h)
0 5 10 15 20 25 30
O
.D
. 
5
5
0
 n
m
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
BL83
Tiempo (h)
0 5 10 15 20 25 30
O
.D
. 
5
5
0
 n
m
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
BL86
Tiempo (h)
0 5 10 15 20 25 30
O
.D
. 
5
5
0
 n
m
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
BL87
Tiempo (h)
0 5 10 15 20 25 30
O
.D
. 
5
5
0
 n
m
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
BL91
Tiempo (h)
0 5 10 15 20 25 30
O
.D
. 
5
5
0
 n
m
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
BL93
Tiempo (h)
0 5 10 15 20 25 30
O
.D
. 
5
5
0
 n
m
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
BL94
Tiempo (h)
0 5 10 15 20 25 30
O
.D
. 
5
5
0
 n
m
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
Tiempo (h)
0 5 10 15 20 25 30
O
.D
. 
5
5
0
 n
m
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2 BL90
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4 – Resultados 
 
133 
Respecto a las cepas de L. rhamnosus ensayadas, 5 de las 6 cepas fueron capaces 
de fermentar LNB y GNB (Fig. 4.4.8), siendo la cepa BL377 (también conocida como 
LGG) la única incapaz de metabolizar estos disacáridos. Al analizar el genoma de esta 
cepa (número de acceso al genoma en GenBank FM179322) se encontró el operón gnb, 
pero con un marco de lectura abierto extra, que codifica para una proteína hipotética de 
82 aminoácidos que se solapa con el extremo 3’ del gen gnbG y podría estar afectando 
la transcripción y/o traducción de los genes gnb por debajo de ese gen. El análisis del 
contenido en azúcares en los sobrenadantes de los cultivos detectó LNB y GNB, 
respectivamente, en lo sobrenadantes de la cepa BL377, mientras que fueron 
consumidos por el resto de las cepas ensayadas de L. casei y L. rhamnosus.  
 
Las dos cepas de L. zeae (BL95 y BL257), una especie filogenéticamente 
cercana al grupo L. casei/paracasei/rhamnosus también fueron capaces de metabolizar 
LNB y GNB (Fig. 4.4.9). Igualmente, la cepa de L. gasseri (BL277) y las 3 cepas de L. 
johnsonii (BL261, BL281 y BL287) ensayadas, fueron capaces de metabolizar los 
disacáridos, observándose en ambos casos un fenotipo autolítico (Fig. 4.4.9).  
 
 
 
 
 
Fig. 4.4.8. Curvas de crecimiento de las cepa de L. rhamnosus BL1, BL2, BL3, BL327, 
BL358 y BL377 en medio MRS basal sin suplementar (triángulos negros), suplementado 
con LNB (cuadrados azules) o suplementado con GNB (círculos rojos) como única fuente 
de carbono. Datos representados como la media de al menos tres réplicas. Desviación 
estándar indicada con barras de error. 
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El resumen de las cepas de Lactobacillus ensayadas con su respectiva capacidad 
de metabolizar LNB y GNB se encuentra en la tabla 4.4.1. 
 
4.4.5. Presencia de genes homólogos a gnbG en las cepas de 
Lactobacillus 
 
En el primer capítulo de resultados de esta tesis se ha demostrado que la 
capacidad de crecer en presencia de LNB y GNB de L. casei BL23 depende de la 
actividad de la fosfo-β-galactosidasa GnbG codificada por el gen gnbG. Para determinar 
si las cepas de Lactobacillus que resultaron capaces de fermentar LNB y GNB en la 
sección anterior poseen un gen homólogo a gnbG, se realizó un ensayo de Southern blot 
(Fig. 4.4.10). Los resultaron mostraron hibridación positiva en las cepas de L. casei 
(BL28, BL32, BL82, BL83, BL86, BL87, BL91 y BL93), L. rhamnosus (BL1, BL2, 
BL3, BL327 y BL358) y L. zeae (BL95 and BL257), todas estas cepas son capaces de 
crecer en LNB y GNB como fuentes de carbono, sugiriendo que en ellas
Fig. 4.4.9. Curvas de crecimiento de las cepa de L. zeae BL95 y BL257,  L. gasseri 
BL277 y L. johnsonii  BL261, BL281 y BL287 en medio MRS basal sin suplementar 
(triángulos negros), suplementado con LNB (cuadrados azules) o suplementado con 
GNB (círculos rojos) como única fuente de carbono. Datos representados como la 
media de al menos tres réplicas. Desviación estándar indicada con barras de error.  
BL95
Tiem po (h)
0 10 20 30 40 50 60 70
O
.D
. 
5
5
0
 n
m
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
1,4 BL257
Tiem po (h)
0 10 20 30 40 50 60 70
O
.D
. 
5
5
0
 n
m
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4 BL277
Tiem po (h)
0 10 20 30 40 50 60 70
O
.D
. 
5
5
0
 n
m
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
BL261
Tiem po (h)
0 10 20 30 40 50 60 70
O
.D
. 
5
5
0
 n
m
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0 BL281
Tiem po (h)
0 10 20 30 40 50 60 70
O
.D
. 
5
5
0
 n
m
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0 BL287
Tiem po (h)
0 10 20 30 40 50 60 70
O
.D
. 
5
5
0
 n
m
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
4.4 – Resultados 
 
135 
Tabla. 4.4.1. Cepas de Lactobacillus sin (-) y con (+) capacidad de metabolizar 
LNB y  GNB 
aBL, Colección de cultivos de nuestro laboratorio. 
bCECT, Colección Española de Cultivos Tipo; ATCC, Colección Americana de 
Cultivos Tipo; DSM, Colección Alemana de Microorganismos; NCIMB, Colección 
Nacional de Bacterias Industriales, Alimenticias y Marinas, Reino Unido; L. casei 64H 
y 61BG son descritas en (Gasser and Mandel, 1968); L. rhamnosus HN001, también 
conocida como DR20, es descrita en (Prasad et al., 1998,); L. zeae BL257 fue aislada 
de vino (Moreno-Arribas and Polo, 2008); L. johnsonii BL261 fue aislada de intestino 
de rata (Sarmiento-Rubiano et al., 2007). 
c+, capaz de metabolizar LNB y GNB; -, incapaz de metabolizar LNB y GNB. 
 
 
Especies Cepaa Colección de cultivob Metabolismoc 
Lactobacillus rhamnosus BL1 CECT 278 + 
 
Lactobacillus rhamnosus BL2 CECT 276 + 
 
Lactobacillus rhamnosus BL3 CECT 275 + 
 
Lactobacillus plantarum BL8 CECT 748 - 
- 
Lactobacillus curvatus BL14 CECT 904 - 
 
Lactobacillus acidophilus BL17 CECT 903 - 
 
Lactobacillus casei BL23 CECT 5275 + 
 
Lactobacillus casei BL28 64 H + 
 
Lactobacillus casei BL32 CECT 4040 + 
 
Lactobacillus delbruckii 
subsp. bulgaricus 
BL33 CECT 4005 - 
 Lactobacillus pentosus BL35 CECT 4023 - 
 
Lactobacillus casei BL82 CECT 277 + 
 
Lactobacillus casei BL83 CECT 4043 + 
 
Lactobacillus casei BL86 CECT 4045 + 
 
Lactobacillus casei BL87 ATCC 11578 + 
 
Lactobacillus casei BL90 ATCC 334 - 
Lactobacillus casei BL91 CECT 4646 + 
 
Lactobacillus casei BL93 61 BG + 
 
Lactobacillus casei BL94 ATCC 393 + 
 
Lactobacillus zeae BL95 ATCC 15820 + 
 
Lactobacillus salivarius BL158 CECT 4063 - 
 
Lactobacillus johnsonii BL261 AD99 + 
 
Lactobacillus plantarum BL166 NCIMB 8826 - 
 
Lactobacillus zeae BL257 IFI-CA + 
 
Lactobacillus gasseri BL277 ATCC33323 + 
 
Lactobacillus acidophilus BL280 CECT 4179 - 
 
Lactobacillus johnsonii BL281 CECT 289 + 
 
Lactobacillus johnsonii BL287 DSM 10533 + 
 
Lactobacillus intestinalis  BL288 DSM 6629 - 
 
Lactobacillus rhamnosus BL327 CECT 288 + 
 
Lactobacillus taiwanensis BL340 DSM 21041 - 
 
Lactobacillus rhamnosus BL358 HN001 + 
 
Lactobacillus rhamnosus BL377 ATCC 53103 - 
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 el metabolismo de estos disacáridos depende de una fosfo-β-galactosidasa homóloga a 
GnbG. Como era de esperar también se obtuvo señal de hibridación en la cepa L. 
rhamnosus BL377. Aunque esta cepa es incapaz de metabolizar estos disacáridos, 
posee, como ya se mencionó, un operón gnb en su genoma probablemente no funcional. 
L. casei BL94 (ATCC 393) es capaz de metabolizar LNG y GNB, sin embargo no se 
obtuvo señal de hibridación (Fig. 4.4.10), lo cual sugiere que esta cepa hidroliza estos 
disacáridos a través de una glicosidasa diferente. Este resultado concuerda con la 
ausencia de genes homólogos a gnbG en su genoma 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes). Del mismo modo, las cepas ensayadas de L. 
gasseri y L. johnsonii que fueron capaces de fermentar ambos disacáridos no 
presentaron señal de hibridación (Fig. 4.4.10). 
 
4.4.6. Análisis del potencial inmunomodulador de la LNB, GNB, 
fucosil-α-1,3-GlcNAc (Fuc1-3) y fucosil-α-1,6-GlcNAc (Fuc1-6) 
 
En los últimos años se han descrito efectos inmunomoduladores para distintos 
OLH purificados de leche materna, tanto sialilados (Eiwegger et al., 2010; Eiwegger et 
al., 2004) como fucosilados (Atochina and Harn, 2005; Terrazas et al., 2001), sin 
embargo ninguna información existe sobre la posible actividad inmunomoduladora de 
Fig. 4.4.10. Ensayo de southernblot utilizando DNA genómico de las cepas de L. 
rhamnosus (BL1, BL2, BL3, BL327, BL358 y BL377), L. casei (BL23, BL28, BL32, 
BL82, BL83, BL86, BL87, BL90, BL91, BL93 y BL94), L. zeae (BL95 y BL257), L. 
gasseri (BL277), L. johnsonii (BL261, BL281 y BL287), L. plantarum (BL8 y 
BL166), L. curvatus (BL14), L. acidophilus (BL17 y BL280),  L. delbruckii subsp. 
Bulgaricus (BL33), L. pentosus (BL35), L. salivarius (BL158), L. intestinalis 
(BL288), y L. taiwanensis (BL340). Los números a la izquierda indican el tamaño del 
fragmento de DNA (kb) de la cepa BL23 
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Fig. 4.4.11. Ensayo de viabilidad “Water Soluble Tetrazolium Salts” 
(WST-1) (n=5). 1 mM de lacto-N-biosa (LNB), galacto-N-biosa (GNB),  
fucosil-α-1,3-GlcNAc (Fuc1-3) o fucosil-α-1,6-GlcNAc (Fuc-1-6), en 
presencia y ausencia de agonistas de Toll Like Receptor 9 
(oligonucleótidos de CpG). 
los distintos disacáridos que forman parte de oligosacáridos más complejos. Se ha 
analizado el potencial inmunomodulador de la LNB y GNB sintetizadas aquí, y de los 
fucosil-N-acetilglucosamina disacáridos, Fuc1-3 y Fuc1-6, sintetizados previamente en 
nuestro laboratorio (Becerra et al., 2015; Rodriguez-Diaz et al., 2013). Para los ensayos 
de análisis del potencial inmunomodulador se utilizaron dos modelos descritos en la 
sección de materiales y métodos, el de incubación de los disacáridos con la línea celular 
de epitelio intestinal HT-29 en co-cultivo con células mononucleares de sangre 
periférica (PBMC) en placas transwell, y el de incubación directa de los disacáridos con 
PBMC.  
 
4.4.6.1. Modelo de co-cultivo en placas transwell 
4.4.6.1.1. Ausencia de citotoxicidad de los disacáridos 
 
Para descartar un posible efecto citotóxico de los disacáridos LNB, GNB, Fuc1-
3 y Fuc1-6 sobre las células de epitelio intestinal (IEC), se realizó un ensayo de 
viabilidad WST-1 (Water soluble tetrazolium salts) (Fig. 4.4.11) con la concentración 
más alta (1mM) de los disacáridos utilizada en los estudios descritos en las siguientes 
secciones, y tomando como control las células sin tratar con ningún disacárido. Los 
resultados no mostraron ninguna diferencia significativa en la viabilidad de las células 
HT-29 después de 48 h de incubación entre los diferentes disacáridos y el control. 
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4.4.6.1.2. Efecto sobre la población de linfocitos T 
reguladores (Treg) 
 
Con el objeto de ensayar el potencial inmunomodulador de los disacáridos se 
estudió el efecto de éstos sobre la población de linfocitos Treg mediante FACS 
(Fluorescent-activated cell sorting). Se utilizaron muestras de PBMC de 5 donantes y se 
ensayaron durante 24 h en co-cultivo en placas transwell con o sin disacáridos. Se 
encontraron diferencias significativas entre las poblaciones de Treg de los diferentes 
donantes (Fig. 4.4.12A), pero no se encontraron diferencias significativas entre los 
diferentes tratamientos y los controles sin disacáridos de cada donante. El promedio de 
los 5 donantes puede observarse en la Fig. 4.4.12B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4.6.1.3. Efecto sobre la producción de citoquinas 
 
Se ensayó el efecto de los disacáridos sobre la producción de cuatro citoquinas 
por las PBMC: TNF-α, la cual se asocia con una respuesta pro-inflamatoria, IL10, la 
cual participa en actividades regulatorias, e INF-γ e IL13, las cuales están relacionadas 
Fig. 4.4.12. Análisis mediante FACS de la población de linfocitos Treg 
(FoxP3+CD25+ en células CD4+) de las PBMC en co-cultivo con células HT-29 
en placas transwell. A) % de linfoctios Treg de cada donante, con los diferentes 
tratamientos y control por separado. B) Promedio del % de los linfocitos Treg de 
los 5 donantes. 1 mM de lacto-N-biosa (LNB), galacto-N-biosa (GNB),  fucosil-
α-1,3-GlcNAc (Fuc1-3) o fucosil-α-1,6-GlcNAc (Fuc-1-6), en presencia y 
ausencia de agonistas de Toll Like Receptor 9 (oligonucleótidos de CpG). 
 
B A 
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con la polarización Th1/Th2 de la respuesta inmune. En este modelo de co-cultivo, se 
realizaron dos tipos de tratamiento con cada disacárido, un tratamiento solo con los 
disacáridos y un segundo en el que se añadió CpG DNA en el compartimento apical 
para coestimular a las células HT-29. Al igual que en estudios anteriores (de Kivit et al. 
2011), la adición de CpG DNA aumentó la producción de IL10 e INF-γ mientras que 
disminuyó la producción de IL13.  Ninguno de los disacáridos fue capaz de afectar la 
producción de citoquinas por parte de las PBMC al ser añadidos a las HT-29, ya sea en  
presencia o ausencia de CpG DNA. El análisis estadístico se realizó en base a la 
transformación logarítmica de los datos y los resultados no mostraron diferencias 
significativas en ninguna de las cuatro citoquinas (Fig. 4.4.13). 
 
 
Fig. 4.4.13. Producción de citoquinas de las PBMC en co-cultivo con células HT-
29 en placas transwell (n=5). 1 mM de lacto-N-biosa (LNB), galacto-N-biosa 
(GNB),  fucosil-α-1,3-GlcNAc (Fuc1-3) o fucosil-α-1,6-GlcNAc (Fuc-1-6), en 
presencia y ausencia de agonistas de Toll Like Receptor 9 (oligonucleótidos de 
CpG). 
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Fig. 4.4.14. Producción de las citoquinas TNF-α (A) e IL10 (B) de las PBMC en el 
modelo de incubación directa con los disacáridos lacto-N-biosa (LNB), galacto-N-biosa 
(GNB),  fucosil-α-1,3-GlcNAc (Fuc1-3) o fucosil-α-1,6-GlcNAc (Fuc-1-6) (n=8). 
4.4.6.2. Modelo de incubación directa 
 
4.4.6.2.1. Efecto sobre la producción de citoquinas 
 
Con el modelo de incubación directa de los disacáridos con las PBMC se ensayó 
una relación dosis respuesta con cada disacárido. No se encontraron diferencias 
significativas en la producción de las citoquinas TNF- e IL10 por las PBMC en 
presencia de LNB, GNB, Fuc1-3 y Fuc1-6, respectivamente, a las concentraciones 
ensayadas (Fig. 4.4.14).  
 
Por el contrario, si se encontró un incremento significativo en la producción de 
IFN-γ, una citoquina del tipo Th1, al incubar las PBMC con cualquiera de los cuatro 
disacáridos utilizados. Las concentraciones a las cuales se observaron estas diferencias 
fueron a 1mM para Fuc1-6 y GNB, a 0,5mM para Fuc1-3, y a 0,5mM y 1mM para LNB 
(Fig. 4.4.15A). También se identificó una disminución significativa de la producción de 
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Fig. 4.4.15. Producción de las citoquinas IFN-γ (A) e IL13 (B) de las PBMC en el modelo 
de incubación directa con los disacáridos lacto-N-biosa (LNB), galacto-N-biosa (GNB),  
fucosil-α-1,3-GlcNAc (Fuc1-3) o fucosil-α-1,6-GlcNAc (Fuc-1-6) (n=8). Las diferencias 
significativas entre los diferentes tratamientos y los controles se muestran con un asterisco 
(* p <0.05; ** p <0.005; *** p <0.0005; **** p <0.0001).  
IL13, una citoquina del tipo Th2, en tres de las concentraciones ensayadas de Fuc1-6 
(0,125mM, 0,5mM y 1mM) (Fig. 4.4.15B). 
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5.1. Metabolismo de oligosacáridos presentes en la leche humana y  
mucosa gastrointestinal 
 
Numerosos estudios sugieren que los oligosacáridos de leche humana (OLH) 
juegan un rol importante en el establecimiento y el mantenimiento de la microbiota 
infantil (De Leoz et al., 2015; Li et al., 2014; Wang et al., 2015; Yu et al., 2013). Sin 
embargo, la información sobre la utilización de los OLH y de los glicanos asociados a 
mucosas humanas por parte de bacterias probióticas es escasa y prácticamente se 
encuentra restringida a bacterias del género Bifidobacterium. En este trabajo hemos 
demostrado que L. casei es capaz de metabolizar GNB, LNB, GalNAc, lacto-N-triosa y 
LacNAc. 
 
GNB, LNB y GalNAc son transportados al interior celular por el mismo sistema 
PTS de la familia de la manosa. A pesar de que la mayoría de sistemas PTS son 
específicos para un carbohidrato en particular, se ha descrito previamente algunos 
sistemas PTS que transportan dos o más β-glucosidos estructuralmente relacionados 
(Deutscher et al., 2006; Le Coq et al., 1995; Tanaka et al., 2011). Al estudiar el 
metabolismo de otros glicanos asociados a mucosas en L. casei se demostró que el 
disacárido fucosil-α1,3-GlcNAc es transportado sin fosforilar por un PTS específico, y 
después es hidrolizado por una enzima α-L-fucosidasa en el interior celular (Rodriguez-
Diaz et al., 2012a). Por el contrario, diferentes evidencias apuntan a que la GNB, LNB y 
GalNAc son transportadas y fosforiladas por el mismo PTSGnb. Primero, se ha 
demostrado que la Enzima I del PTS es necesaria para el catabolismo de estos 
carbohidratos, y segundo, se ha comprobado que la ruta de la tagatosa-6P está implicada 
en el metabolismo de la galactosa liberada a partir de GNB y LNB. GNB-P y LNB-P 
son hidrolizados por GnbG dando lugar a Gal-6P y la correspondiente N-
acetilhexosamina. Solo dos proteínas homólogas a GnbG han sido caracterizadas hasta 
la fecha (Hu et al., 2014; Jeong et al., 2009). La secuencia de aminoácidos deducida de 
GnbG tiene una identidad del 60% y 59% a las enzimas BgaC de Streptococcus 
pneumoniae y Streptococcus suis, respectivamente. Estas proteínas están localizadas en 
la superficie celular y catalizan la hidrólisis de la galactosa terminal de la lacto-N-
tetraosa y de cadenas de azúcares que poseen LNB (Jeong et al., 2009; Hu et al., 2014), 
pero no de cadenas de azúcares que tienen GNB (Hu et al., 2014). Curiosamente, como 
gnbG, los genes bgaC de streptococci están agrupados con genes que codifican para un 
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hipotético sistema PTS de la familia de la manosa (Jeong et al., 2009). Este hecho, junto 
con la ausencia de un péptido señal o un dominio de anclaje a la pared sugiere que la 
enzima BgaC podría tener no solo una actividad β-galactosidasa asociada a superficie, 
sino también una actividad fosfo-β-galactosidasa dentro de las células. Al contrario, si 
GnbG posee o no una actividad y localización celular similar a la de BgaC aún debe ser 
investigado. Sin embargo, el hecho de que GNB y LNB permanecen sin hidrolizar en 
los sobrenadantes de los cultivos de las cepas BL385 (gnbC) y BL126 (ptsI), mutantes 
para el PTSGnb y el Enzima I del PTS, respectivamente, estaría en contra de que GnbG 
presente una actividad y localización en la superficie celular, al menos bajo las 
condiciones experimentales de este estudio. 
 
La GalNAc o GlcNAc liberadas por GnbG a partir de GNB-P o LNB-P 
respectivamente, podrían ser fosforiladas por una N-acetilhexosamina quinasa antes de 
entrar en dos vías metabólicas diferentes que terminan en los mismos intermediarios 
glicoliticos, dihidroxiacetona-P (DHAP) y D-gliceraldehido-3P (GAP) (Fig. 4.1.4B). En 
B. longum el operon lpn, el cual está involucrado en el metabolismo de GNB y LNB, 
contiene el gen lnpB que codifica una quinasa responsable de fosforilar GalNAc y 
GlcNAc a GalNAc-1P y GlcNAc-1P, respectivamente (Nishimoto and Kitaota, 2007). 
De forma distinta a las especies de Bifidobacterium, en L. casei el operón gnb implicado 
en el metabolismo de esos disacáridos no contiene ninguna quinasa de azúcares. Se ha 
demostrado que los genes gnbF y nagA, los cuales codifican para una GalNAc-6P o 
GlcNAc-6P deacetilasa respectivamente, están involucrados en el metabolismo de GNB 
y LNB respectivamente, lo cual sugiere que la GalNAc o GlcNAc liberadas después de 
la hidrólisis de GNB-P y LNB-P deberían fosforilarse en el carbono 6 en lugar del 
1como ocurre en bifidoacterias (Nishimoto and Kitaota, 2007). La GalNAc es un 
constituyente de la pared celular, de lipopolisacáridos y exopolisacáridos de bacterias 
(Bernatchez et al., 2005; Freymond et al., 2006; Lin et al., 2011; Tallon et al., 2003), y 
conecta cadenas de glicanos al núcleo proteico de las mucinas humanas (Jensen et al., 
2010). Incluso a pesar de que GalNAc es una fuente de carbono y nitrógeno disponible 
para las bacterias, las rutas catabólicas de este azúcar solo han sido caracterizadas en E. 
coli y Shewanella spp. (Brinkkotter et al., 2000; Hu et al., 2013; Leyn et al., 2012; Ray 
and Larson, 2004). El operón gnb que hemos estudiado en esta tesis, codifica las 
enzimas de una ruta catabólica de GalNAc (con excepción de GnbG). A diferencia de L. 
casei, en E. coli y otras proteobacterias (Leyn et al., 2012) los operones implicados en 
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el catabolismo de GalNAc contienen genes adicionales –que participan en el 
metabolismo de la Tag-6P, como la Tag-6P quinasa o la Tag-1,6P aldolasa. En L. casei 
la ruta de la Tag-6P esta codificada por otro operón en donde se encuentran los genes 
lacR1ABD2C, los cuales podrían ser responsables del metabolismo de la Tag-6P 
producto del catabolismo de la tagatosa (Viana et al., 2000), galactosa (Bettenbrock et 
al., 1999), lactosa (Gosalbes et al., 1997), y de las rutas propuestas en este trabajo para 
GNB, LNB y GalNAc. De hecho hemos demostrado que la cepa mutante en los genes 
lacAB (BL393) no es capaz de crecer en galactosa, y presenta un crecimiento deficiente 
en GNB y LNB. 
 
Se ha determinado que el operón gnb en L. casei está regulado 
transcripcionalmente a través de la inducción de la GNB y la GalNAc mediada por el 
represor transcripcional GnbR. En E. coli el operón del catabolismo de la GalNAc 
también se encuentra regulado por un represor transcripcional, aunque en este caso 
pertenece a la familia de reguladores DeoR/GlpR (Ray and Larson, 2004). 
Normalmente las moléculas efectoras de esta familia de reguladores son intermediarios 
fosforilados de la ruta metabólica correspondiente (Ray and Larson, 2004; van Rooijen 
et al., 1993). Del mismo modo, el metabolismo de la GlcNAc en Bacillus subtilis está 
regulada por un represor transcripcional de la familia GntR, que es inactivado por el 
catabolito intermediario glucosamina-6P (Bertram et al., 2011). En el presente trabajo 
se demuestra que los genes del operón gnb de L. casei se encuentran inducidos por el 
crecimiento en GNB y en GalNAc. Por lo tanto la señal que dispara la inactivación de 
GnbR podría ser alguno de los derivados fosforilados del transporte y fosforilación de 
GNB o GalNAc mediante el PTSGnb, como la GalNAc-6P o la galactosamina-6P. La 
Tag-6P producto de la actividad de GnbE sobre la galactosamina-6P, o del metabolismo 
de la galactosa-6P, probablemente no es un efector de GnbR ya que el operón gnb se 
encuentra reprimido en presencia de galactosa. Por otra parte, tanto la LNB como la 
GlcNAc, cuyos metabolismo no incluye GalNAc-6P o galactosamina-6P apenas 
inducen el operón gnb, esto sugiere que GlcNAc-6P y glucosamina-6P tampoco son 
efectores de GnbR.De acuerdo con ésto, la utilización de la LNB fue subóptima en la 
cepa silvestre BL23 en comparación con la cepa mutante para gnbR, probablemente 
debido a la pobre inducción del operón. A pesar de que L. casei puede ser cultivada en 
un medio con LNB como única fuente de carbono, la presencia simultánea de GNB y 
LNB en un ambiente como el tracto gastrointestinal de niños alimentados con leche 
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materna, posiblemente potencie la eficiencia de la utilización de la LNB disponible. 
Recientemente se ha encontrado LNB libre en la leche humana (Balogh et al., 2015), 
pero la mayor cantidad, al igual que la GNB, se encuentra formando parte de una gran 
variedad de moléculas bioactivas, como OLH, glicoesfingolípidos, glicoproteínas de la 
mucina y glicolípidos (Hakomori, 2008; Liu and Newburg, 2013; Moran et al., 2011; 
Thurl et al., 2010; Urashima et al., 2012). Para poder ser utilizados por L. casei, deben 
ser liberados previamente de glicocomplejos mediante la acción de otras glicosidasas 
microbianas. Este es el caso de la endo-α-Nacetilgalactosaminidasa que es capaz de 
liberar GNB de los O-glicanos de mucinas, y de la lacto-N-biosidasa que libera LNB de 
los OLH (Ashida et al., 2000; Fushinobu, 2010).  
 
Un análisis de las secuencias de genomas disponibles de lactobacilli 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes) reveló que el operón gnb se encuentra presente 
únicamente en el grupo filogenéticamente relacionado Lactobacillus 
casei/paracasei/rhamnosus/zeae. Más del 80% de las cepas secuenciadas de este grupo 
contiene el operón y la secuencia deducida de aminoácidos de los 8 genes gnb, muestran 
una homología que va desde el 86%  al 100% respecto a la secuencia de L. casei BL23. 
De hecho, las especies de este grupo de Lactobacillus son habitantes comunes del tracto 
gastrointestinal de humanos y animales (Albesharat et al., 2011; Cai et al., 2009; Martin 
et al., 2007). Análisis genómicos realizados en Lactobacillus revelan que especies de 
este género han evolucionado por pérdida y ganancia de genes derivado de su nicho 
ecológico específico. Por lo tanto, lactobacilli de origen intestinal como L. acidophilus, 
L. johnsonii o L. gasseri portan muchos genes relacionados con supervivencia y 
colonización de este ambiente, incluido los responsables de la fermentación de diversos 
carbohidratos (Altermann et al., 2005; Azcarate-Peril et al., 2008; Pridmore et al., 
2004). Respecto al grupo L. casei/paracasei/rhamnosus/zeae  parecen especialmente 
capaces de explotar oligosacáridos de mucosas, ya que ellos representan los únicos 
lactobacilli donde hay presentes α-L-fucosidasas (Rodriguez-Diaz et al., 2012a) y rutas 
metabólicas para la utilización de GNB, LNB y GalNAc.  
 
La LacNAc es una de las estructuras clave presente tanto en los OLH como en 
los dominios glicanos de las glicoproteínas y los glicolípidos presentes en la leche y la 
mucosa gastrointestinal (Bode, 2012; Bridiau et al., 2010; Garrido et al., 2012). 
Además, recientemente se ha demostrado la presencia de LacNAc libre en leche 
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materna humana (Balogh et al., 2015). Este disacárido tiene un papel fundamental en 
procesos de reconocimiento celular (Berg, 2007), y está involucrado en distintos tipos 
de enfermedades infecciosas (Bozue et al., 1999), autoinmunes e inflamatorias 
(Cappione et al., 2004; Hayer et al., 2005; Rosen, 1999), y también en cáncer (Witz, 
2006). Además forma parte de las cadenas de polilactosamina (Bridiau et al., 2010), así 
como también del antígeno Lewis Y, Lewis X y Sialil Lewis X (Bay, 2006; Guillot et 
al., 2004). A pesar de la relevancia de este disacárido, su metabolismo no ha sido 
caracterizado previamente en ningún microorganismo. Curiosamente, el operon lac, que 
ha sido ampliamente caracterizado en esta cepa (Gosalbes et al., 2002; Gosalbes et al., 
1997; Gosalbes et al., 1999), es también el responsable del transporte y catabolismo de 
la LacNAc. De igual forma que lo ocurrido con el PTSGnb, el PTSlac representa un nuevo 
ejemplo de PTS capaz de transportar dos sustratos estructuralmente relacionados. Dada 
la importancia económica de la fermentación de la lactosa en la industria láctea existe 
un gran número de estudios enfocados a la utilización de este azúcar por las bacterias 
lácticas (de Vos and Vaughan, 1994). El transporte de la lactosa en especies del género 
Lactobacillus se realiza por una permeasa específica dependiente de un gradiente de 
protones o antiporter (Leong-Morgenthaler et al., 1991) o a través del PTS (Alpert and 
Chassy, 1990; Chassy and Alpert, 1989; Shimizu-Kadota, 1988). Utilizando mutantes 
deficientes en los componentes EIILac de L. casei se ha demostrado aquí que la LacNAc 
es transportada por el PTS específico para la lactosa. El transporte de este azúcar por un 
PTS específico se ha descrito también para otras bacterias lácticas presentes en el tracto 
gastrointestinal como L. gasseri (Francl et al., 2012), esta especie contiene dos PTS 
diferentes que transportan lactosa. Si estos PTS están también o no implicados en el 
transporte de LacNAc necesita ser todavía investigado. Un análisis de las secuencias 
genómicas disponibles de lactobacilli (hhtp://www.nci.nlm.nih.gov/genomes) mostró 
que el operón lac aquí descrito se encuentra presente en especies del grupo L. 
casei/paracasei/rhamnosus/zeae con identidades de hasta el 100%. También se 
encontraron los genes correspondientes al operón lac con distintos porcentajes de 
identidad en una cepa de L. heilongjiangensis (74%), dos de L. farciminis (72%), dos de 
L. gasseri (66%), y en una de L. johnsonii (65%). En L. casei hemos determinado 
mediante análisis transcripcionales que el operon lac está inducido tanto por la lactosa 
como por la LacNAc y en unos niveles similares, sugiriendo una posible adaptación 
simultánea a ambos substratos en el tracto gastrointestinal. 
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La LacNAc-P y la Lac-P, resultantes de la actividad del PTS, son hidrolizadas 
posteriormente en el interior celular por la fosfo--galactosidasa LacG dando lugar a 
Gal-6P y GlcNAc o glucosa, respectivamente. Hasta ahora se han caracterizado 
proteínas homólogas a LacG en Streptococcus mutans (Honeyman and Curtiss, 1993), 
Staphylococcus aureus y Lactococcus lactis (Witt et al., 1993). En el mismo trabajo 
también se ha caracterizado LacG de L. casei 64H (Witt et al., 1993). La secuencia de 
aminoácidos deducida de la LacG de L. casei BL23 tiene una identidad del 52%, 54% y 
54% a las enzimas homólógas de S. mutans, S. aureus y L. lactis, respectivamente. El 
estudio de estas enzimas se ha centrado en el metabolismo de la lactosa y su actividad 
no ha sido ensayada con la LacNAc, pero al igual que ocurre con el enzima 
caracterizado en este capítulo, ninguna de estas tres enzimas homólogas fue capaz de 
utilizar un sustrato no fosforilado (Witt et al., 1993), lo cual sugiere que el grupo fosfato 
es esencial para interactuar con el sitio activo. Por el contrario, en Bifidobacterium 
bifidum si se han caracterizado enzimas capaces de hidrolizar LacNAc en ensayos in 
vitro. Así, de la cepa B. bifidum NCIMB41171 se han aislado cuatro enzimas -
galactosidasas BbgI a BbgIV con capacidad hidrolizar la LacNAc con diferentes 
eficiencias (Goulas et al., 2009). En la cepa de B. bifidum JCM1254 se caracterizó la 
ruta metabólica de la lacto-N-neotetraosa (LNnT), un tetrasacárido presente en la leche 
humana formado por LacNAc y lactosa (Miwa et al., 2010). La LNnT se hidrolizada 
secuencialmente por la acción de dos exoglicosidasas extracelulares ancladas a la pared 
celular, una β-galactosidasa (BbgIII) y una β-N-acetilglucosaminidasa  (BbhI). BbgIII 
hidroliza la LNnT a galactosa y lacto-N-triosa y esta última es hidrolizada por BghI a 
GlcNAc y lactosa. BbgIII hidroliza también in vitro LacNAc y lactosa, presentando una 
afinidad más alta por la primera, con lo que podría tener un papel en el metabolismo de 
este disacárido en el tracto gastrointestinal. A diferencia de LacG que pertenece a la 
familia GH1 de las glicosil hidrolasas, las glicosidasas de Bifidobacterium pertenecen a 
las familias GH2 y GH42. BbgIII es la que posee mayor porcentaje de homología con 
LacG, un 31% de identidad y 78% de homología. Otra diferencia con LacG es que  
BbgIII tiene un tamaño cuatro veces mayor y es una enzima extracelular (Goulas et al., 
2009). 
 
La lacto-N-triosa forma parte de la estructura de ambos tipos de OLH, los de 
clase 1 y clase 2, y también se encuentra en las glicoproteínas de la leche humana y de 
la mucosa gastrointestinal. A pesar de ser una estructura abundante en los 
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oligosacáridos, el metabolismo de este trisacárido en la microbiota asociada al tracto 
gastrointestinal tampoco ha sido investigado. De hecho, solo se ha descrito la utilización 
de lacto-N-triosa a partir del catabolismo de lacto-N-neotetraosa en B. bifidum como se 
ha descrito en el párrafo anterior (Miwa et al., 2010). En este trabajo hemos demostrado 
la capacidad de L. casei BL23 de crecer utilizando lacto-N-triosa, sin embargo, no es 
capaz de fermentar lacto-N-neotetraosa (Fig. 4.2.3A), sugiriendo que esta cepa carece 
de una actividad β-galactosidasa capaz de hidrolizar el tetrasacárido en galactosa y 
lacto-N-triosa, al menos bajo las condiciones experimentales utilizadas en este trabajo. 
Por otra parte, hemos demostrado la incapacidad de la cepa BL380 (bnaG) de 
metabolizar este trisacárido, demostrando así que la N-acetilglucosaminidasa BnaG está 
implicada en su metabolismo. Además esa cepa mutante carece completamente de 
actividad N-acetilglucosaminidasa tanto en los sobrenadantes de cultivo como en 
ensayos de células enteras, sugiriendo que una fracción de BnaG se encuentra anclada a 
la pared celular de L. casei, mientras que otra es liberada al medio. Por lo tanto, BnaG 
hidrolizaría la lacto-N-triosa fuera de las células danto como producto GlcNAc y 
lactosa. La GlcNAc seria transportada dentro de la célula por algún sistema PTS aún no 
descrito, y/o por alguna permeasa independiente de sistemas PTS (Viana et al., 2000). 
La lactosa seria transportada al interior celular por el PTSLac como lactosa-6P, y este 
azúcar fosforilado seria degradado por la fosfo-β-galatosidasa LacG a galactosa-6P y 
glucosa (Gosalbes et al., 1997) (Fig. 4.2.1B). 
 
Todas las glicosidasas caracterizadas hasta el momento en L. casei, incluyendo 
las fosfo-β-galactosidasas GnbG y LacG descritas en los capítulos 4.1 y 4.3 de esta 
tesis, y las -L-fucosidasas AlfA, AlfB, y AlfC (Rodriguez-Diaz et al., 2011) 
caracterizadas previamente en nuestro laboratorio, son enzimas intracelulares.  En el 
caso de BnaG, que es una enzima secretada y anclada a la pared celular, además de 
participar en la asimilación de azúcares libres específicos, podría también modificar N-
acetilhexosaminil-glicanos asociados a proteínas y lípidos presentes en la superficie del 
epitelio gastrointestinal. En este sentido, hemos demostrado que BnaG es una enzima 
exoglicosidasa con especificidad por N-acetilhexosaminil-β1,3-azúcares, y que libera in 
vitro GlcNAc a partir del disacárido 3’-N-acetilglucosaminil-manosa, el cual forma 
parte de glicoproteínas (Garrido et al., 2012). Igualmente, BnaG también es capaz de 
liberar GalNAc a partir de 3’-N-acetilgalactosaminil-galactosa, el cual forma parte de la 
globotetraosa, este glicano está presente en glicoesfingolípidos humanos en superficies 
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celulares (Schnaar et al., 2009). Los oligosacáridos que forman parte de estos lípidos 
han sido descritos recientemente como sustrato de lacto-N-biosidasas aisladas de 
Bifidobacterium longum subesp. longum, las cuales a diferencia de BnaG, son 
endoglicosidasas y liberan GNB (Gotoh et al., 2015). La presencia de estas glicosidasas 
ancladas a la pared podría otorgarles una ventaja competitiva a las bifidobacterias y 
lactobacilos beneficiosos del intestino, al permitirles liberar y consumir azúcares ligados 
a complejos. Además, estas enzimas podrían también modular la actividad de receptores 
patógeno-hospedador o glicoproteínas del hospedador, mediante la modificación de las 
estructuras de los glicanos presentes en la superficie celular (Garrido et al., 2012; 
Kobata, 2013). 
 
Un análisis de las secuencias genómicas disponibles de lactobacilli 
(hhtp://www.nci.nlm.nih.gov/genomes) demostró que el gen bnaG no se encuentra 
presente en la especie de L. rhamnosus, que es una especie como ya se ha mencionado 
que pertenece al mismo grupo filogenético que L. casei. Sin embargo, la cepa L. 
rhamnosus HN001 fue capaz de utilizar lacto-N-triosa como fuente de carbono (Fig. 
4.2.3B), sugiriendo que además de BnaG, las especies de lactobacilli tienen otras 
enzimas involucradas en el catabolismo de este trisacárido. Estos resultados están de 
acuerdo con estudios recientes que han demostrado que L. rhamnosus HN001 utiliza la 
lactosa y la GlcNAc como fuentes de carbono, mientras que L. rhamnosus GG es 
incapaz de utilizar lactosa (Ceapa et al., 2015). Además, la cepa HN001puede 
metabolizar una amplia variedad de carbohidratos que concuerda con su gran diversidad 
de genes involucrados en el transporte y utilización de azúcares (Ceapa et al., 2015). Se 
desconoce todavía si L. rhamnosus HN001 es capaz de metabolizar lacto-N-triosa 
mediante glicosidasas extracelulares o ancladas a superficie, o si posee algún sistema de 
transporte capaz de internalizar este trisacárido, para después ser degradado 
intracelularmente.  
 
L. casei BL23 puede crecer utilizando 3’-N-acetilglucosaminil-manosa como 
fuente de carbono, y a pesar de que este disacárido es sustrato en reacciones in vitro con 
la enzima BnaG purificada, su metabolismo en L. casei es independiente de esta enzima. 
La cepa BL126 mutante en la enzima I, componente general de los sistemas PTS (Viana 
et al., 2000) no es capaz de fermentar este disacárido (Fig. 4.2.3D), permaneciendo así 
en el medio de cultivo. Estos resultados sugieren que la 3’-N-acetilglucosaminil-manosa 
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es transportada y fosforilada por un PTS, y podría ser hidrolizada dentro de la célula por 
alguna fosfo-β-glicosidasa aún desconocida (Fig. 4.2.1B). Los PTS caracterizados hasta 
el momento fosforilan los disacáridos transportados en el extremo no reductor (Senba et 
al., 2000); por lo tanto, los productos generados después de la hidrolisis intracelular 
serian GlcNAc-P y manosa. Hemos demostrado que la manosa-6P isomerasa ManA está 
involucrada en el metabolismo de la 3’-N-acetilglucosaminil-manosa, esto sugiere que 
la manosa resultante de la hidrolisis del disacárido es fosforilada por una quinasa de 
manosa en la posición del carbono 6. La manosa-6P seria a continuación convertida en 
el intermediario de la glucólisis fructosa-6P por ManA (Fig. 4.2.1B).  Utilizando la 
secuencia deducida de aminoácidos de ManA, realizamos una búsqueda con el 
programa BLAST contra el genoma de L. casei BL23 (Maze et al., 2010), en donde 
hemos encontrado otra manosa-6P isomerasa (LCABL_06290). Esta isomerasa posee 
un 47% de homología (30% de identidad) con la ManA caracterizada en este capítulo. 
La presencia de esta segunda hipotética manosa-6P isomerasa podría explicar porque la 
cepa mutante BL381 (manA) alcanza una densidad óptica final similar a la cepa parental 
BL23 al crecerlas en 3’-N-acetilglucosaminil-manosa, a pesar de tener un crecimiento 
más lento. Por lo tanto, el catabolismo de la manosa liberada durante el metabolismo de 
la 3’-N-acetilglucosaminil-manosa en la cepa mutante BL381 podría depender de la 
capacidad de esta manosa-6P isomerasa adicional de utilizar la manosa-6P generada.  
 
La especie de L. casei está asociada a la microbiota del tracto gastrointestinal en 
adultos y niños, es considerada beneficiosa para el hospedador y algunas cepas son 
comercializadas como probióticos (Albesharat et al., 2011; Dietrich et al., 2014; 
Douillard et al., 2013; Martin et al., 2007; Turroni et al., 2014). La capacidad de esta 
especie para colonizar y establecerse en el intestino, y de interaccionar con el 
hospedador depende de sus capacidades metabólicas. Los resultados obtenidos en esta 
Tesis Doctoral representan la primera caracterización de los genes y rutas catabólicas 
para la utilización de LNB, GNB, LacNAc, GalNAc y lacto-N-triosa en Firmicutes, y en 
el caso de la LacNAc en bacterias. La versatilidad en la función de los genes del operón 
gnb y del operón lac probablemente representa la adaptación de estas bacterias a un 
medio ambiente particular como lo es el tracto gastrointestinal. Además, se ha 
evidenciado por primera vez el rol fisiológico de una β-N-acetilglucosaminidasa en 
lactobacilli. La localización extracelular de la β-N-Acetilglucosaminidasa estudiada 
aquí, y su actividad sobre glicanos asociados a mucosa humana o leche materna, 
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probablemente constituyan otra estrategia molecular de estas bacterias para sobrevivir 
en el intestino. Por otra parte, GnbG, LacG y BnaG fueron purificadas y caracterizadas 
bioquímicamente, con lo cual podrían ser herramientas útiles para el estudio de la 
función de las cadenas de azúcares presentes en glicoconjugados, así como también para 
la síntesis de oligosacáridos. 
 
5.2. Producción de LNB y GNB, y evaluación de su potencial 
prebiótico e inmunomodulador 
 
Estudios previos en donde se ha demostrado el efecto bifidogénico de LNB y 
GNB (Kiyohara et al., 2009; Xiao et al., 2010), plantean la posibilidad de utilizar estos 
compuestos como ingredientes alimentarios, especialmente en leches de fórmula por su 
potencial efecto prebiótico. Para hacer esto posible es necesario diseñar procesos 
capaces de producir estos compuestos en grandes cantidades, esto permitiría en primer 
lugar profundizar en la investigación de sus propiedades y posteriormente 
comercializarlos. En este trabajo se ha descrito la síntesis de esos disacáridos mediante 
la transgalactosidación catalizada por la fosfo--galactosidasa GnbG, obteniendo un 
rendimiento aproximado del 70%. La eficiencia de esta reacción es especialmente alta si 
la comparamos con la eficiencia de otras glicosidasas, con las cuales se han obtenido 
rendimientos de entre el 20 y el 40% (Schmaltz et al., 2011; Trincone, 2015). De hecho, 
LNB y GNB han sido previamente sintetizadas en reacciones de transglicosidación con 
la β-galactosidasa BgaC de Bacillus circulans, pero con rendimientos bajos (12.2 y 
10.1% para LNB y GNB, respectivamente) (Fujimoto et al., 1998). A pesar de que 
ambas enzimas, GnbG y BgaC pertenecen a la familia 35 de glicosil hidrolasas, solo 
presentan una identidad del 41% en su secuencia, lo cual podría explicar la gran 
diferencia en los rendimientos obtenidos por ambas enzimas. La LNB también ha sido 
sintetizada por transglicosidación con una galactosidasa aislada del patógeno de plantas 
Xanthomonas manihotis (Vetere et al., 2000). Con esta enzima se obtuvo un 
rendimiento máximo de 55% después de 20 h de reacción. La reacción catalizada por 
GnbG posee la tasa más alta de transglicosidación para la síntesis de LNB y GNB 
descrita hasta la fecha. Ambos disacáridos también han sido sintetizados con un 
rendimiento alto mediante reacciones multi-enzimáticas de cuatro (sacarosa fosforilasa, 
lactoN-biosa fosforilasa, UDP-hexosa 1-P y UDP-glucosa 4-epimerasa) (Nishimoto and 
Kitaoka, 2007, 2009) o dos enzimas (galactosa-1P quinasa y lactoN-biosa fosforilasa) 
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(Yu et al., 2010). Sin embargo, estas estrategias multi-enzimáticas requieren un control 
muy exhaustivo de las reacciones enzimáticas, y además utilizan sustratos caros como 
UDP-glucosa y ATP en el primer y segundo caso, respectivamente. Por lo tanto, la 
utilización de la enzima GnbG silvestre o una variante obtenida por mutagénesis 
dirigida y con características cinéticas que favorecen la estabilidad de los productos 
generados en las reacciones de transglicosidación, representa una estrategia alternativa, 
fácil y barata para la síntesis con alto rendimiento de LNB y GNB.  
 
A diferencia del género Bifidobacterium, para el cual se ha descrito la utilización 
de LNB y GNB (Nishimoto and Kitaoka, 2007; Satoh et al., 2013; Xiao et al., 2010), en 
el género Lactobacillus no se ha estudiado previamente el metabolismo de estos 
disacáridos. En esta tesis hemos demostrado que casi todas las cepas ensayadas de L. 
casei, L. rhamnosus, L. zeae, L. gasseri y L. johnsonii se pueden cultivar en presencia 
de LNB y GNB, respectivamente. Estos resultados coinciden con el hecho de que en 
más del 80% de los genomas disponibles del grupo Lactobacillus 
casei/paracasei/rhamnosus, se encuentran los genes del operón gnb responsables del 
transporte y catabolismo de estos azúcares. Del mismo modo, una de las cepas 
ensayadas de L. zeae (BL95), especie filogenéticamente cercana al grupo L. 
casei/paracasei/rhamnosus (Vasquez et al., 2005) y con el genoma disponible (número 
de acceso al GenBank BACQ00000000), contiene un operón gnb completo, que 
codifica para proteínas cuyas secuencias deducidas de aminoácidos poseen una 
identidad entre el 86 y 93% respecto de los productos de los genes del operón gnb de L. 
casei BL23. Los patrones de crecimiento en presencia de LNB o GNB, el análisis de los 
genomas disponibles y los resultados obtenidos en los experimentos de hibridación con 
el gen gnbG demuestran que la fermentación de LNB y GNB es una característica que 
se encuentra ampliamente distribuida en Lactobacillus casei/paracasei/rhamnosus/zeae. 
Este es un grupo de especies vinculados al hábitat gastrointestinal en donde se han 
caracterizado también los genes para la utilización de otros oligosacáridos importantes 
de  la mucosa y la leche humana (Rodriguez-Diaz et al., 2012a), lo que hace presuponer 
un papel importante al metabolismo de estos sustratos para el desarrollo de estas 
bacterias en este nicho en particular. 
 
Por otra parte, las cepas ensayadas de L. gasseri y L. johnsonii, dos especies 
filogenéticamente cercanas entre ellas (Zhang et al., 2011), y ambas capaces de 
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metabolizar LNB y GNB, presentaron patrones de crecimiento similares, mostrando un 
fenotipo autolítico. Esta lisis celular podría deberse a la inducción de los profagos que 
han sido caracterizados previamente en los genomas de L. gasseri (Baugher et al., 2014; 
Ismail et al., 2009) y L. johnsonii (Denou et al., 2008; Ventura et al., 2003). Como 
ocurre en la mayoría de las cepas de Lactobacillus probadas, las cepas de L. johnsonii 
crecen mejor en GNB que en LNB. En este último disacárido las células comienzan a 
crecer exponencialmente solo después de 20 (cepa BL287) o 40 h (cepas BL261 y 
BL281), lo cual sugiere una inducción débil de los genes por LNB o la existencia de 
diferentes rutas metabólicas para LNB y GNB. Una búsqueda en los genomas de L. 
gasseri BL277 (ATCC 33323) (Azcarate-Peril et al., 2008) y L. johnsonii BL287 (DSM 
10533) (Sun et al., 2015), mediante la herramienta BLAST utilizando la secuencia 
aminoacídica de la fosfo-β-galactosidasa GnbG de L. casei BL23, no encontró ninguna 
proteína con homología relevante, sugiriendo la ausencia de una enzima homóloga a 
GnbG en esas cepas. Esto también coincide con la ausencia de señal de hibridación en el 
ensayo de Southernblot, así que la hidrólisis de ambos disacáridos dependerá de otras 
glicosidasas. De hecho, el genoma de L. gasseri BL277 codifica para 20 glicosidasas 
putativas (Azcarate-Peril et al., 2008), incluyendo varias fosfo--glicosidasas (Honda et 
al., 2012; Nagaoka et al., 2008). Del mismo modo, el genoma de L. johnsonii BL287 
codifica para más de 20 hipotéticas glicosidasas. Sin embargo, la especificidad de todas 
estas enzimas es desconocida. 
 
El potencial prebiótico de la LNB y GNB, demostrado anteriormente para el 
género Bifidobacterium y el demostrado en esta tesis para el género Lactobacillus, 
apoya la función atribuida a los oligosacáridos de la leche humana para estimular el 
crecimiento selectivo de una microbiota gastrointestinal beneficiosa en los niños 
alimentados con leche humana. 
 
Otro de los efectos bioactivos que se les atribuye a los oligosacáridos es la 
capacidad de modular directamente la respuesta inmune (Osanya et al., 2011; Pirapatdit 
et al., 2008; Sonoyama et al., 2005), así se han descrito efectos inmunomoduladores 
para OLH sialilados (Bode et al., 2004a; Bode et al., 2004b; Eiwegger et al., 2010; 
Eiwegger et al., 2004) y fucosilados (Atochina and Harn, 2005; Terrazas et al., 2001). 
En esta tesis hemos analizado el potencial inmunomodulador de la LNB y GNB 
sintetizados durante el desarrollo de la misma, y de los fucosiloligosacáridos (Fuc1-3 y 
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Fuc1-6) sintetizados en trabajos previos de nuestro laboratorio (Becerra et al., 2015; 
Rodriguez-Diaz et al., 2013). Se han utilizado modelos in vitro de incubación directa 
con PBMC y de co-cultivo de IEC con PBMC. Se ha evaluado la citotoxicidad de los 
cuatro disacáridos y su efecto modulador sobre la población de linfocitos Treg y sobre la 
producción de citoquinas. Es de destacar, por un lado, la ausencia de efectos citotóxicos 
de los cuatro disacáridos sobre las IEC, siendo ésta una condición imprescindible para 
que un compuesto sea apto para consumo humano. Por otro lado, los resultados del 
efecto de los disacáridos sobre la producción de citoquinas por las PBMC demostraron 
que los cuatro oligosacáridos son capaces de incrementar significativamente la 
producción de IFN-γ y el Fuc1-6GlcNAc además, es capaz de disminuir 
significativamente la producción de IL13.  
 
El mecanismo por el cual los oligosacáridos afectan a la producción de 
citoquinas por los linfocitos se desconoce. Se ha sugerido que los OLH podrían 
interferir con la unión específica de las lectinas a sus receptores glicanos (Bode, 2012). 
Así, las galectinas, que son lectinas con afinidad por los β-galactosidos, son secretadas 
por distintos tipos celulares para regular la homeostasis de células del sistema inmune y 
la inflamación (Cerliani et al., 2011; Rabinovich et al., 2002; Zhuo and Bellis, 2011). 
La galectina 3 está asociada a un rol proinflamatorio en enfermedades caracterizadas 
por la fibrosis (Henderson et al., 2006; Nishi et al., 2007), y a la promoción de la 
activación de macrófagos (MacKinnon et al., 2008; Sano et al., 2000). Algunos estudios 
indican que la ausencia de galectina 3 promueve el desarrollo de respuestas Th1 más 
fuertes, con disminución en la producción de IL4 y aumentos de la producción de INF-γ 
(Saegusa et al., 2009; Zuberi et al., 2004). La exposición a lactosa, la cual se une a 
galectina 3, es capaz de interrumpir la interacción entre la galectina 3 y su receptor en 
los linfocitos T, eliminando los efectos de la misma (Demetriou et al., 2001). 
Curiosamente, se ha  descrito que la LNB tiene una afinidad a galectina 3 similar a la 
que tiene la lactosa (Fort et al., 2006), pero si en el aumento en la producción de INF-γ 
por las PBMC que se ha observado aquí en presencia de LNB está o no implicada la 
galectina 3 tiene todavía que ser investigado. 
 
Los resultados obtenidos en esta Tesis acerca del potencial inmunomodulador de 
la LNB, GNB, Fuc1-3 y Fuc1-6 sugieren una estimulación de la respuesta inmune como 
consecuencia de la interacción directa entre las PBMC y esos disacáridos. Además, el 
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efecto inmunomodulador demostrado para el disacárido Fuc1-6GlcNAc sobre la 
producción de IFN-γ e IL13, sugiere un aumento en la polarización de la respuesta 
inmune Th1 sobre la Th2, lo cual podría ser beneficioso en relación a la prevención de 
enfermedades asociadas a fuertes respuestas Th2 como son las enfermedades alérgicas 
(Zhu et al., 2007) y asma (Kitagaki et al., 2002). Para demostrar esta hipótesis se 
requieren nuevas investigaciones que permitan determinar el mecanismo de acción que 
subyace al efecto del disacárido Fuc1-6 sobre la producción de citoquinas, así como 
ampliar el estudio a otras citoquinas y proteínas importantes que intervienen en la 
respuesta inmune, como podrían ser las galectinas y/o quimioquinas entre otras. 
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6.1. Conclusiones 
 
 
1. Lactobacillus casei BL23 es capaz de metabolizar oligosacáridos presentes en la 
leche humana y mucosa gastrointestinal, como son la lacto-N-biosa, galacto-N-
biosa, N-acetillactosamina, lacto-N-triosa y 3’-N-acetilglucosaminil-manosa.  
 
2. El metabolismo de la lacto-N-biosa, galacto-N-biosa y también de la N-
acetilgalactosamina en Lactobacillus casei BL23 depende de la expresión del 
operon gnbREFGBCDA. Los tres carbohidratos son transportados por el mismo 
sistema fosfotransferasa de azúcares dependiente de fosfoenolpiruvato (PTSGnb) 
codificado por los genes gnbBCDA. El gen gnbG codifica para una fosfo--
galactosidasa implicada en la hidrólisis de ambos disacáridos, sin embargo, la N-
acetilgalactosamina-6P deacetilasa, codificada por gnbF, y la galactosamina-6P 
isomerasa/deaminasa, codificada pr gnbE, están implicadas en la fermentación 
de la galacto-N-biosa, pero no de la lacto-N-biosa. La utilización de ésta 
depende del gen nagA, que codifica para una N-acetilglucosamina-6P 
deacetilasa. 
 
3. El operon gnb de Lactobacillus casei BL23 está regulado por inducción debida a 
la galacto-N-biosa y N-acetilgalactosamina mediada por el represor 
transcripcional GnbR, el cual se une a una región promotora de DNA de 26 
pares de bases que contiene secuencias invertidas repetidas exhibiendo un 
núcleo conservado 2T/2A.  
 
4. En el metabolismo de la lacto-N-triosa en Lactobacillus casei BL23 está 
implicada la enzima -N-acetilglucosaminidasa BnaG codificada por el gen 
bnaG. Esta enzima es una exoglicosidasa extracelular anclada a la pared celular 
e hidroliza la lacto-N-triosa en N-acetilglucosamina y lactosa. Por debajo del 
gen bnaG se encuentra el gen manA, que codifica para una manosa-6P 
isomerasa, implicada en el metabolismo de la manosa presente en el disacárido 
3’-N-acetilglucosaminil-manosa, el cual es transportado por el PTS. 
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5. La N-acetillactosamina en Lactobacillus casei BL23 es transportada y 
fosforilada por el PTS de la lactosa, e hidrolizada intracelularmente por la fosfo-
-galactosidasa LacG en galactosa-6P y GlcNAc. El operon lac, además de por 
la lactosa, está también inducido por la N-acetillactosamina a través del 
antiterminador transcripcional LacT. 
 
6. En Lactobacillus casei BL23 la ruta de la tagatosa-6P está codificada por los genes 
lacR1ABD2C y está implicada en el metabolismo de la galactosa-6P resultante del 
metabolismo de la lacto-N-biosa, galacto-N-biosa, N-acetillactosamina y lactosa. 
 
7. Se han sintetizado y purificado a escala semi-preparativa los disacáridos lacto-
N-biosa y galacto-N-biosa utilizando la actividad de transgalactosidación de la 
fosfo-β-galactosidasa GnbG aislada de Lactobacillus casei BL23. Se obtuvo un 
rendimiento de 10.7 ± 0.2 g/l de lacto-N-biosa y 10.8 ± 0.3 g/l de galacto-N-
biosa.  
 
8. Los disacáridos lacto-N-biosa y galacto-N-biosa son fermentados in vitro por 
especies del género Lactobacillus, sugiriendo un potencial prebiótico para 
ambos disacáridos. La capacidad de utilización de ambos disacáridos por las 
cepas del grupo filogenético L. casei/paracasei/rhamnosus/zeae se correlaciona 
con la presencia de genes homólogos al gen gnbG de Lactobacillus casei BL23. 
 
9. La lacto-N-biosa, galacto-N-biosa, fucosil-α-1,3-N-acetilglucosamina y fucosil-
α-1,6-N-acetilglucosamina tienen un efecto inmunomodulador. Los cuatro 
disacáridos son capaces de incrementar significativamente la producción de 
IFN-γ en células mononucleares de sangre periférica. El fucosil-α-1,6-N-
acetilglucosamina además reduce significativamente la producción de IL13. 
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Fig. 8.1. Estructura tridimensional de la enzima fosfo-β-galactosidasa silvestre (GnbG) 
determinada por difracción de rayos X. En la figura se muestra un monómero de la 
enzima representado de forma esquemática con los tres residuos de glutámico del 
extremo en representación de esferas de Van der Walls. La extensión carboxi-terminal 
y los tres aminoácidos terminales se indican en la figura. 
 
8.1. Cristalización de la fosfo-β-galactosidasa GnbG y 
determinación de la estructura tridimensional por difracción 
de rayos X. 
 
El análisis de la estructura tridimensional de la GnbG silvestre mostró que los 
monómeros  (Fig. 8.1) de la enzima se organizaban en tetrámeros (Fig. 8.2). Estos 
tetrámeros se originan por la interacción débil de dos dímeros, formándose de este modo 
un dímero de dímeros. En la formación de los dímeros de dímeros juega un papel 
relevante la proyección de los tres residuos carboxi terminales de ácido glutámico de 
cada monómero, que se insertan en el centro catalítico de un monómero del segundo 
dímero.  
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8.2. Cristalización de la fosfo-β-galactosidasa mutante 
GnbGMutEnd  y determinación de la estructura tridimensional 
por difracción de rayos X. 
 
La enzima mutante GnbGMutEnd, que tiene deleccionados los tres residuos 
carboxi terminales de ácido glutámico (Glu596, Glu597 y Glu598), se cristalizó y se 
determinó su estructura por difracción de Rayos X. El análisis de la estructura 
tridimensional de GnbG mutante (GnbGMutEnd) mostró una organización cuaternaria 
en forma de dímeros (Fig. 8.3). 
 
 
Fig. 8.2. Estructura tridimensional de la enzima fosfo-β-galactosidasa silvestre 
(GnbG) determinada por difracción de rayos X. El tetrámero se genera por la 
interacción de dos dímeros, uno de ellos en gris oscuro (subunidades A y B) y otro en 
gris claro (subunidades C y D), interviniendo los extremos carboxi terminal, 
mostrados en esferas de Van der Walls, en el proceso de tetramerización. 
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Fig. 8.3. Estructura tridimensional de la enzima fosfo-β-galactosidasa mutante 
(GnbGMutEnd) determinada por difracción de rayos X. La proteína mutante presenta 
una organización cuaternaria dimérica, con un monómero en gris claro y otro en gris 
oscuro, que se muestran en la figura representados de forma esquemática. 
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Summary
The probiotic Lactobacillus casei catabolizes galacto-
N-biose (GNB) and lacto-N-biose (LNB) by using a
transport system and metabolic routes different from
those of Bifidobacterium. L. casei contains a gene
cluster, gnbREFGBCDA, involved in the metabolism of
GNB, LNB and also N-acetylgalactosamine. Inactiva-
tion of gnbC (EIIC) or ptsI (Enzyme I) of the phospho-
enolpyruvate : sugar phosphotransferase system
(PTS) prevented the growth on those three carbohy-
drates, indicating that they are transported and
phosphorylated by the same PTSGnb. Enzyme activ-
ities and growth analysis with knockout mutants
showed that GnbG (phospho-β-galactosidase)
hydrolyses both disaccharides. However, GnbF
(N-acetylgalactosamine-6P deacetylase) and GnbE
(galactosamine-6P isomerase/deaminase) are in-
volved in GNB but not in LNB fermentation. The
utilization of LNB depends on nagA (N-
acetylglucosamine-6P deacetylase), showing that
the N-acetylhexosamine moieties of GNB and LNB
follow different catabolic routes. A lacAB mutant
(galactose-6P isomerase) was impaired in GNB and
LNB utilization, indicating that their galactose moiety
is channelled through the tagatose-6P pathway. Tran-
scriptional analysis showed that the gnb operon is
regulated by substrate-specific induction mediated by
the transcriptional repressor GnbR, which binds to a
26 bp DNA region containing inverted repeats exhibit-
ing a 2T/2A conserved core. The data represent the
first characterization of novel metabolic pathways for
human milk oligosaccharides and glycoconjugate
structures in Firmicutes.
Introduction
Galacto-N-biose (GNB; Galβ1-3GalNAc) is the common
O-glycan core structure in glycoproteins, such as mucin
present in human milk and in the gastrointestinal tract.
GNB is also a crucial structure in functional sugar chains
like the T-antigen disaccharide and it is also an essential
part of the carbohydrate moieties of complex glycosphin-
golipids (Lloyd et al., 1996; Moran et al., 2011; Liu and
Newburg, 2013). Another important disaccharide present
in human secretions is lacto-N-biose (LNB; Galβ1-
3GlcNAc), which is the major core structure of human milk
oligosaccharides (HMO) (Thurl et al., 2010; Urashima
et al., 2012). HMO are classified into type-1 and type-2,
containing LNB and N-acetyllactosamine, respectively, as
disaccharide building blocks. Human milk is unique since
type-1 oligosaccharides are more abundant than type-2. In
addition, LNB-containing oligosaccharides are not present
or are present in very low amounts in the milk from other
mammals (Urashima et al., 2013), which may be an indi-
cation of the biological importance of type-1 HMO for both
human health and human evolution. LNB is also found in
the glycan domains of glycolipids and glycoproteins in
several cell types including the intestinal epithelium and
blood group antigens (Finne et al., 1989; Hakomori, 2008).
Studies on the utilization of GNB and LNB by bacteria are
only available for Bifidobacterium species inhabiting the
human gastrointestinal tract (Nishimoto and Kitaoka, 2007;
Xiao et al., 2010; Yoshida et al., 2012; Satoh et al., 2013).
This exemplifies the adaptation of this bacterial group to
exploit the carbohydrate resources present in the gastro-
intestinal niche. Bifidobacterium bifidum secretes a lacto-
N-biosidase enzyme that hydrolyses lacto-N-tetraose
(LNT) into LNB and lactose. The liberated LNB is then
incorporated into the cells by an ABC transporter specific
for this disaccharide and for GNB (Fig. 1). Internalized LNB
and GNB are then phosphorolytically cleaved by a GNB/
LNB phosphorylase (LNBP) into galactose-1P and the
respective N-acetylhexosamines (Wada et al., 2008). By
contrast, Bifidobacterium longum ssp. infantis directly
incorporates LNT in the cytoplasm and subsequently
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hydrolyses it into LNB and lactose by a specific LNT
β-1,3-galactosidase (Yoshida et al., 2012). The GNB/LNB
pathway in B. longum ssp. longum is encoded by
the operon lnpABCD that codes for LNBP, N-
acetylhexosamine 1-kinase (NahK), UDP-glucose hexose
1P-uridylyltransferase (GalT) and UDP-glucose 4-
epimerase (GalE) respectively (Nishimoto and Kitaoka,
2007). In this pathway the LNBP enzyme phosphorylates
and hydrolyses LNB or GNB into galactose-1P, which
is converted to glucose-1P by the activity of GalT
and GalE, and N-acetylglucosamine (GlcNAc) or N-
acetylgalactosamine (GalNAc), which are phosphorylated
by NahK to GlcNAc-1P or GalNAc-1P. B. bifidum strains
contain the same operon but with two sugar kinases of
unknown function located between the coding region of
LNBP and NahK (De Bruyn et al., 2013).
Species of the genus Lactobacillus are found in the
gastrointestinal tract of infants (Martin et al., 2007;
Albesharat et al., 2011) and in human milk (Martin et al.,
2003; Fernandez et al., 2013). Among them, Lactobacillus
casei is commonly isolated from infant faeces (Martin
et al., 2007; Rubio et al., 2014) and some strains of this
species are also used as dairy starter cultures and as
probiotics in functional foods. Regarding this, oral intake of
L. casei reduces the frequency or the duration of episodes
of acute diarrhoea in young children (Pedone et al., 2000),
increases the lactobacilli concentration in the gut micro-
biota of infants (Guerin-Danan et al., 1998) and in combi-
nation with Bifidobacterium breve reduces the occurrence
of necrotizing enterocolitis (Braga et al., 2011). For the L.
casei strain BL23 immunomodulatory properties have
been shown in vivo (Foligne et al., 2007; Rochat et al.,
2007). Recently, we have demonstrated that this strain
is able to metabolize fucosyl-α1,3-N-acetylglucosamine
(Rodriguez-Diaz et al., 2012a), a disaccharide that forms
part of human milk oligosaccharides (Kobata, 2010) and of
the Lewis X antigen core, which is found in many human
glycoproteins at mucosal surfaces (King, 1994). Transport
of this disaccharide and other carbohydrates in L. casei
BL23 occurs through the phosphoenolpyruvate (PEP):car-
bohydrate phosphotransferase system (PTS) (Yebra et al.,
2006; Alcantara et al., 2008; Rodriguez-Diaz et al., 2012a;
Bourand et al., 2013). This is composed of two general
proteins, enzyme I (EI) and HPr (Viana et al., 2000), and
carbohydrate-specific transporters (EII). The EI autophos-
phorylates at a histidine residue with PEP and then trans-
fers the phosphoryl group to HPr, which becomes
phosphorylated at the conserved histidine-15 residue. HPr
functions as a phosphoryl donor for the different EII trans-
porters, each of them is specific for a certain sugar, and
they consist of three or four different proteins: the cytoplas-
mic domains EIIA and EIIB, and the transmembrane trans-
porters EIIC and EIID (Postma et al., 1993).
We report here that L. casei BL23 is able to ferment
GNB, LNB and GalNAc and we identified a gene cluster
(gnbREFGBCDA), which encodes a mannose-class PTS
and the catabolic pathway necessary for the utilization of
these carbohydrates. The involvement of nagA, encoding
an N-acetylglucosamine-6P deacetylase, and lacAB,
encoding the two subunits of the galactose-6P isomerase,
in the utilization of GNB and LNB by L. casei was also
determined. We studied the regulation of gnb genes
expression via the transcriptional regulator GnbR and, by
enzyme and mutant analysis, proposed detailed metabolic
pathways for GNB and LNB catabolism in L. casei, which
are completely different from the ones described until now
for Bifidobacterium species.
Results
L. casei ferments galacto-N-biose (GNB) and
lacto-N-biose (LNB) and hydrolyses them by using the
same enzyme
In order to assess the capacity of L. casei strain BL23 to
metabolize oligosaccharides we searched its genome
Fig. 1. Schematic presentation of the pathways for
galacto-N-biose (GNB) and lacto-N-biose (LNB) transport and
metabolism in Bifidobacterium. The components of the GNB- and
LNB-specific ABC transporter are depicted. LNBP, GNB/LNB
phosphorylase; NahK, N-acetylhexosamine 1-kinase; GalT,
UDP-glucose hexose 1P-uridylyltransferase; GalE, UDP-glucose
4-epimerase; Gal, galactose; Glc, glucose; GalNAc,
N-acetylgalactosamine; GlcNAc, N-acetylglucosamine.
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sequence (GenBank Accession No. FM177140) (Maze
et al., 2010) for genes encoding putative β-glycosidases.
This analysis revealed that L. casei BL23 contains a gene
bgaC (LCABL_02910), renamed here as gnbG (Fig. 2A),
that is annotated as a putative β-galactosidase 3 (EC
3.2.1.23), although it turned out to be a phospho-β-
galactosidase as we demonstrate below, and belongs to
the glycosyl hydrolase family 35 (GH 35; http://www
.cazy.org). The gnbG gene codes for a 598 amino
acids protein, without a signal peptide or a cell wall-
anchoring motif, that was purified as a His-tagged
protein and displayed a molecular weight of 68 kDa, in
agreement with the calculated mass of the 6x(His)-
tagged protein (68.275 kDa; Fig. S1). GnbG hydrolysed
2-nitrophenyl(NP)-β-D-galactopyranoside, although with
poor efficiency as demonstrated by the high Km and low
Vmax (Table 1), and it showed an optimal pH of 7.0 and an
optimal temperature of 45°C. Among the natural oligosac-
charides tested (Table 1), GnbG was able to hydrolyse
GNB and LNB, to release galactose (Gal) from lacto-N-
tetraose (LNT) and to hydrolyse Galβ1-6GlcNAc, although
this last disaccharide was cleaved very inefficiently.
Growth of L. casei BL23 using MRS basal medium
supplemented with 4 mM GNB, LNB or LNT was tested,
showing that this strain was able to grow in the pres-
ence of GNB or LNB as a fermentable carbon source
(Fig. 3A), whereas it was not able to ferment LNT (data
not shown). The growth pattern of L. casei in the pres-
ence of lactose as a positive control is also shown
(Fig. 3A). The maximum cell density reached by L. casei
was alike in both GNB and lactose, although the adap-
tation period to each carbon source was lower for GNB
than for lactose. Compared to GNB and lactose, LNB
was a carbon and energy source less efficient for L.
casei, as seen by the lower cell density reached in the
presence of this disaccharide. To determine if the gly-
cosidase GnbG was involved in the utilization of GNB
and/or LNB in L. casei BL23, a mutant in gnbG was
constructed (strain BL384). Interestingly, this mutant
exhibited a diminished growth with GNB or LNB which
was comparable to that of the negative control (non-
supplemented MRS basal medium) (Fig. 3B), indicating
that GnbG is necessary for the utilization of both disac-
charides. Sugar content analysis of the culture superna-
tants detected GNB and LNB, respectively, in the
supernatants from BL384 (gnbG), while they were com-
pletely consumed by the wild-type BL23 strain.
GNB, LNB and GalNAc are transported by the same
mannose-type PTS
gnbG is organized in an operon-like structure (gnbREFG-
BCDA) with genes encoding a putative transcriptional
regulator, catabolic enzymes and sugar transporters
(Fig. 2A). Specifically, gnbB, gnbC, gnbD and gnbA
(LCABL_02920, LCABL_02930, LCABL_02940 and
LCABL_02950) encode proteins with homology to EIIB,
EIIC, EIID and EIIA components of a mannose-class PTS
transporter respectively. To determine if this PTS was
involved in the internalization of GNB and LNB in L. casei
BL23, a mutant disrupted in the gene encoding the EIIC
domain was constructed (strain BL385). This strain was
unable to grow in the presence of LNB or GNB as a carbon
source (Fig. 3C). Analysis for sugar content in the super-
natants showed that both disaccharides were not con-
sumed, indicating that the EIIC domain encoded by gnbC is
involved in the uptake of GNB and LNB (Fig. 2). In order to
further confirm the involvement of the PTSGnb from L. casei
BL23 in the transport of these disaccharides and to test if
transport via the EII permease was coupled to phosphor-
ylation, the growth pattern of BL126 (ptsI), a mutant defi-
cient in the PTS-general component Enzyme I (Viana
et al., 2000), was tested in GNB or LNB as the carbon
source. BL126 (ptsI) did not grow in the presence of GNB
or LNB (Fig. 3D), confirming that their utilization is depend-
ent on a fully functional PTS. As expected, BL126 was able
to grow with glucose but not with lactose, a strict PTS-
sugar in L. casei (Viana et al., 2000) (Fig. 3D). These
results suggest that GNB and LNB are internalized as
phosphorylated derivatives.
We next tested whether L. casei was also able to
grow with GalNAc, a monosaccharide constituent of
GNB, since no previous report on the utilization of this
sugar exists for lactobacilli and as seen below the gnb
cluster is induced by this N-acetylhexosamine. L. casei
BL23 grew in MRS basal medium supplemented with
4 mM GalNAc (Fig. 4). Furthermore, we showed that the
PTSGnb was involved in the fermentation of GalNAc, as
the BL385 (gnbC) strain showed a diminished growth
rate (0.031 h−1) compared to the wild type (0.128 h−1),
whereas the BL126 (ptsI strain) did not grow at all with
GalNAc (Fig. 4). This indicated that the PTSGnb from L.
casei in addition to GNB and LNB is also involved in the
transport of GalNAc.
GnbE and GnbF are required for GNB but not for
LNB metabolism
Upstream from gnbG there are two genes, gnbE
(LCABL_02890) and gnbF (LCABL_02900) annotated as
a tagatose-6P ketose/aldose isomerase and GlcNAc-6P
deacetylase respectively. Therefore we hypothesized that
these enzymes may be part of a pathway for the catabolism
of the N-acetylhexosamine-P resulting from the transport
of GalNAc via the PTSGnb or from the hydrolysis of
LNB-P and GNB-P by the GnbG phospho-β-galactosidase
(Fig. 2B). In this latter case, the resulting N-
acetylhexosamines should be phosphorylated by specific
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Fig. 2. A. Schematic presentation of the 8 kbp Lactobacillus casei BL23 DNA fragment containing the gnb operon. The numbers within the
arrows correspond to the ORF numbers (LCABL_) from the genome sequence.
B. Schematic presentation of the pathways for galacto-N-biose (GNB), lacto-N-biose (LNB) and N-acetylgalactosamine (GalNAc) transport and
metabolism in L. casei BL23. PTS, phosphoenolpyruvate: phosphotransferase system; GlcNAc, N-acetylglucosamine; DHAP, dyhidroxyacetone
phosphate; GAP, glyceraldehyde 3-phosphate; PEP, phosphoenolpyruvate; nagB, glucosamine-6P deaminase; lacAB, galactose-6P isomerase;
lacC, tagatose-6P kinase; lacD, tagatose-1,6P aldolase; pfk, 6-phosphofructo-1-kinase; fba, fructose-1,6P aldolase; tpi, triose phosphate
isomerase.
524 G. N. Bidart, J. Rodríguez-Díaz, V. Monedero and M. J. Yebra ■
© 2014 John Wiley & Sons Ltd, Molecular Microbiology, 93, 521–538
kinases. In order to prove that, GnbF and GnbE were
overexpressed as His-tagged proteins and purified to
homogeneity (Fig. S1). Their putative activities were tested
using GlcNAc-6P or GalNAc-6P as the substrate in a
coupled assay as described in Experimental procedures.
The simultaneous presence of both enzymes GnbF and
GnbE was necessary to convert GalNAc-6P to Tagatose-
6P, showing that GnbF deacetylated GalNAc-6P to
galactosamine-6P, which was further converted to
tagatose-6-P by GnbE (Fig. S2). This confirmed that
GnbF is an N-aceylhexosamine-6P deacetylase, whereas
GnbE exhibits deaminase and isomerase activity
on galactosamine-6P. No activity was detected with
GlcNAc-6P (Fig. S2). Accordingly, a constructed mutant in
gnbF (BL383 strain) showed a growth rate in GNB
(0.041 h−1) (Fig. 5A) lower than the wild-type (0.192 h−1)
(Fig. 3A), whereas in LNB its growth rate (0.042 h−1) was
comparable to the wild-type (0.044 h−1).Also, in agreement
with the activity of GnbF on GalNAc-6P, BL383 (gnbF)
showed a growth rate in GalNAc (0.044 h−1) lower than the
wild-type (0.128 h−1) (Fig. 4), whereas in GlcNAc its growth
rate was identical to the wild-type (data not shown). Simi-
larly, a mutant in gnbE (strain BL397) failed to grow in GNB,
but no major effects on growth were shown in LNB or
GlcNAc. The presence of GNB (Fig. 5D) or GalNAc (Fig. 4)
but not LNB (Fig. 5D) was toxic for the gnbE mutant, as
shown by the diminished growth compared with the
residual growth of this strain in non-supplemented MRS
basal medium (Fig. 5D).
The above results indicated that gnbE and gnbF
are required for GNB but not for LNB utilization. The
catabolism of LNB must therefore count on a second N-
acetylhexosamine-P deacetylase able to act on the
GlcNAc-6P generated from LNB (Fig. 2B). We specu-
lated that this activity might be coded by another gene
present in the genome, nagA (LCABL_20280), whose
product showed an identity of 39% with GnbF. In order
to test this, a mutant strain disrupted in nagA (strain
BL388) was constructed. The growth rate of this mutant
strain in MRS medium with LNB (0.035 h−1) was similar
to that of the control non-supplemented MRS (0.032 h−1)
(Fig. 5B). The growth on GNB (Fig. 5B) of the nagA
mutant was barely affected, while growth on GalNAc
(Fig. 4) was reduced, showing that both NagA and GnbF
activities are required to fully sustain growth on this
sugar. As expected, the nagA mutant was not able to
grow on GlcNAc as a carbon source (data not shown),
indicating that nagA is involved in the metabolism of this
monosaccharide and also of the GlcNAc moiety of LNB.
A double mutant strain (BL389) in gnbF and nagA, was
not able to grow on GlcNAc (data not shown), GalNAc
(Fig. 4), GNB or LNB (Fig. 5C). These results suggested
that the residual growth displayed by BL383 (gnbF) on
GNB was probably due to the activity of NagA on
GalNAc-6P, while GnbF could only partly replace NagA.
In addition, they suggested that the accumulation
of the sugar-phosphates GalNAc-6P, GlcNAc-6P or
galactosamine-6P have a toxic effect on L. casei cells’
viability, since the galactose moiety of GNB or LNB
cannot sustain growth in the double mutant strain BL389
and in the single gnbE mutant. Phosphorylated sugars
have indeed been shown to be highly toxic in bacteria
(Swiatek et al., 2012; Phong et al., 2013).
Similar to the reaction of GnbE on galactosamine-6P,
deamination and isomerization of the glucosamine-6P
generated from LNB to fructose-6P might be catalyzed by
the product of the gene nagB (LCABL_31070) that
encodes a presumed glucosamine-6P deaminase. Several
efforts to disrupt nagB in the chromosome of L. casei were
unsuccessful, thus confirming previous results that sug-
gested that NagB plays an essential role in carbon fluxes in
L. casei (Rodriguez-Diaz et al., 2012b).
Table 1. Activity and characterization of enzyme GnbG.
Substratea (structure) Activityb
2-NP-β-D-galactopyranoside +
4-NP-β-D-glucopyranoside −
2-NP-1-thio-β-D-galactopyranoside −
4-NP-β-D-glucuronide, −
4-NP-N-acetyl-β-D-glucosaminide −
4-NP-α-D-glucopyranoside −
4-NP-α-D-galactopyranoside −
4-NP-α-L-fucopyranoside −
Galacto-N-biose (Galβ1-3GalNAc) +
Lacto-N-biose (Galβ1-3GlcNAc) +
Lacto-N-triose (GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc) −
Lacto-N-tetraose (Galβ1-3GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc) +
Lacto-N-neotetraose (Galβ1-4GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc) −
6′-Galactopyranosyl-GlcNAc (Galβ1-6GlcNAc) +/−
3′-N-Acetylgalactosaminyl-Gal (GalNAcβ1-3Gal) −
3′-N-Acetylglucosaminyl-Man (GlcNAcβ1-3Man) −
4′-Mannopyranosyl-GlcNAc (Manβ1-4GlcNAc) −
4′-Galactofuranosyl-GlcNAc (Galβ1-4GlcNAc) −
Lactose (Galβ1-4Glc) −
N-acetyl-lactosamine (Galβ1-4GlcNAc) −
Lactulose (Galβ1-4Fru) −
Maltose (Glcα1-4Glc) −
Maltotriose (Glcα1-4Glcα1-4Glc) −
Sucrose −
Characterizationc
Vmax (μmol (mg protein−1 min−1) 1.7
Km (mM) 2.3
Optimal pH 7.0
Optimal temperature (°C) 45
a. Carbohydrates used as substrates. NP, nitrophenyl; Glc,
glucose; Gal, Galactose; GlcNAc, N-acetylglucosamine; GalNAc, N-
acetylgalactosamine; Man, mannose; Fru, fructose.
b. +, substrate is totally hydrolysed after 16 h reaction in the condi-
tions described in Experimental procedures; + /−, substrate is partially
hydrolysed after 16 h reaction in the conditions described in Experi-
mental procedures; −, no activity detected.
c. The enzyme activity was determined with 2-nitrophenyl-β-D-
galactopyranoside as the substrate.
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Identification of the tagatose-6P pathway in L. casei
BL23 and assessment of its involvement in the GNB
and LNB metabolism
The results shown above suggest that GNB and LNB are
transported and phosphorylated by the PTSGnb, and sub-
sequently hydrolysed by the phospho-β-galactosidase
GnbG into the corresponding N-acetylhexosamine and
Gal-6P (Fig. 2B). To further demonstrate this, we investi-
gated whether the tagatose-6P (Tag-6P) route was
involved in GNB and LNB catabolism. It is accepted that
Gal-6P, which also results from the transport of galactose
by the PTSGal or from the lactose metabolism, is metabo-
lized via the Tag-6P route in L. casei (Alpert and Siebers,
1997; Bettenbrock et al., 1999), although this has never
been investigated at the genetic level. Analysis of the
genome sequence of L. casei BL23 (GenBank Accession
No. FM177140) (Maze et al., 2010) showed five genes
lacR1ABD2C (LCABL_07470 to LCABL_07430) that
encode a putative Tag-6P pathway (Fig. 2B), including a
transcriptional regulator LacR1, the two subunits of the
heteromeric Gal-6P isomerase (lacAB), a Tag-6P kinase
(lacC) and a Tag-1,6-bisP aldolase (lacD2).Amutant with a
deleted 3′ end (204 bp) of lacA and a deleted 5′ end (339
Fig. 3. Growth curves of Lactobacillus casei wild type strain BL23 (A), L. casei mutant strains BL384 (gnbG) (B) and BL385 (gnbC) (C) on
MRS basal medium without carbon source (black), with galacto-N-biose (red), lacto-N-biose (blue) or lactose (green). Data presented are
mean values based on at least three replicates. Error bars indicate standard deviations. Growth curves of L. casei mutant strain BL126 (ptsI)
(D) on MRS basal medium without carbon source (black), with galacto-N-biose (red), lacto-N-biose (blue), lactose (green) or glucose (pink).
Data presented are mean values based on at least three replicates. Error bars indicate standard deviations.
This figure is available in colour online at wileyonlinelibrary.com.
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bp) of lacB was constructed (strain BL393). This strain
showed a growth rate in GNB (0.073 h−1) and LNB
(0.036 h−1) lower than the wild-type in these sugars:
(0.192 h−1) and (0.044 h−1), respectively, and it was not
able to grow in galactose (Fig. 6). These results suggested
that GNB and LNB utilization in L. casei employs the
Tag-6P pathway for the catabolism of the galactose moiety
and that the growth displayed by BL393 (lacAB) on
those disaccharides would be only sustained by their
N-acetylhexosamine moiety respectively. They also
support that Gal-6P is the product of the hydrolysis of
GNB-P and LNB-P by GnbG.
Transcriptional analyses of the gnb genes in L. casei
The operon structure of gnbREFGBCDA (Fig. 2A) sug-
gests a co-ordinated transcription linked to GNB, LNB or
GalNAc availability. RT-qPCR analyses were performed
with RNA isolated from L. casei BL23 (wild type) grown in
MRS basal medium containing GNB, LNB, GalNAc,
GlcNAc, galactose and glucose (Fig. 7). Taking as a refer-
ence the transcript levels in cells growing in glucose, the
gnbR, gnbE, gnbF, gnbG and gnbC were induced by GNB
and GalNAc. The induction levels ranged from 3.2- to
38.8-fold and from 7.1- to 12.8-fold in GNB and GalNAc
respectively. In contrast, growth in the presence of LNB
and GlcNAc barely induced the gnb genes. Indeed, the
above results with the knockout mutants showed that the
catabolism of LNB only required some of the proteins
encoded by the gnb cluster (the PTSGnb and GnbG, while
GnbF and GnbE are dispensable) and the metabolism of
GlcNAc is totally independent of this cluster. The transcript
levels of the gnb genes decreased, ranging from 4.2- to
7.3-fold, when the cells were grown with galactose. There-
fore, a downregulation of the gnb gene cluster expression
in the presence of the hexose moiety of GNB and LNB
exists. This effect has also been observed for some genes
in Streptococcus mutans, including several genes related
with energy metabolism, which showed a lower expression
when the cells were grown on galactose compared to
glucose (Abranches et al., 2008; Zeng et al., 2013).
gnbR codes for a transcriptional repressor of the
gnb genes
LCABL_02880 (gnbR) (Fig. 2A) encodes a protein with
homology to putative transcriptional regulators. It shows a
conserved N-terminal winged helix–turn–helix (WHTH)
DNA-binding domain (amino acid residues 5 to 69) of the
GntR family of transcriptional regulators and a C-terminal
ligand-binding domain (amino acid residues 90 to 230)
homologous to the UbiC transcription regulator-associated
(UTRA) domain. This domain has a fold similar to that in
members of the HutC subfamily of GntR-type regulators
(Rigali et al., 2002). To determine the involvement of GnbR
in the regulation of GNB and LNB utilization in L. casei
BL23, a mutant in gnbR was constructed (strain BL382). In
MRS basal medium with GNB, this mutant showed a
growth rate (0.210 h−1) similar to that of the wild-type
(0.192 h−1); however, in LNB its growth rate (0.180 h−1) was
higher than that of the wild-type (0.044 h−1) (Fig. 8A). Tran-
scription of gnbE, gnbF, gnbG and gnbC genes in BL382
(gnbR) mutant strain was similar irrespective of the pres-
ence of distinct sugars in the medium (GNB, LNB, GalNAc,
GlcNAc, galactose and glucose) (Fig. 8B). In addition, it
occurred at a higher level compared to the wild-type strain
grown on glucose, indicating that GnbR acts as a transcrip-
tional repressor of gnb genes.
Binding of GnbR to the gnbREFGBCDA promoter
To test whether the regulatory effect of GnbR required a
direct interaction with the promoter region of the gnb
operon, we purified GnbR as a His-tagged protein (Fig. S1)
and it was used in gel mobility shift assays with two
different fragments spanning the gnbR upstream region: a
192 bp DNA fragment close to the 3′ end of the upstream
gene (manA, LCABL_02870) from gnbR and a 172 bp DNA
fragment immediately upstream of gnbR (Fig. 9A). GnbR
retarded the 172 bp fragment but not the 192 bp. To identify
the exact DNA binding site within the gnb promoter recog-
nized for GnbR, DNase I footprinting assays with GnbR
were performed (Fig. 9B). The analysis showed a pro-
tected region spanning 26 bases, from positions −9 to −34
Fig. 4. Growth curves of Lactobacillus casei wild-type strain BL23
(red) and mutants BL126 (ptsI) (dark cyan), BL383 (gnbF) (pink),
BL385 (gnbC) (blue), BL388 (nagA) (green), BL389 (gnbFnagA)
(cyan) and BL397 (gnbE) (brown) on MRS basal medium
supplemented with N-acetylgalactosamine. BL23 (black) and BL126
(ptsI) (gray) on MRS basal medium without carbon source. Data
presented are mean values based on at least three replicates.
Error bars indicate standard deviations.
This figure is available in colour online at wileyonlinelibrary.com.
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respect to the start codon of gnbR. This 26 bp protected
sequence contains three inverted repeat sequences that
could be the recognition motif for GnbR (Fig. 9C). An
alignment of the DNA-binding sequence determined for
GnbR with known and experimentally identified promoters,
which are regulated by the GntR/HutC family of transcrip-
tional regulators, revealed a sequence core with 2T/2A
conserved for all operators (Fig. 9C).
Discussion
Information on the utilization of mucosal and human milk
associated glycans in probiotics is scarce and almost
restricted to bifidobacteria. We have shown here that L.
casei is able to metabolize LNB, GNB and GalNAc, and
that these are transported into the cells by the same
mannose-type PTS. Although most PTS are specific for a
particular carbohydrate, it has previously been described
that PTS permeases transport two or more structurally
related β-glucosides (Le Coq et al., 1995; Deutscher et al.,
2006; Tanaka et al., 2011). While studying the metabolism
of other mucosal associated glycans in L. casei we showed
that fucosyl-α1,3-GlcNAc is transported by a specific
PTS in a phosphorylation-independent manner before
being intracellularly hydrolysed by an α-L-fucosidase
(Rodriguez-Diaz et al., 2012a). In contrast, several lines of
evidence support that GNB, LNB and GalNAc are taken up
and phosphorylated by the same PTSGnb. First, the Enzyme
Fig. 5. Growth curves of Lactobacillus casei strains BL383 (gnbF) (A), BL388 (nagA) (B) and BL389 (gnbFnagA) (C) and BL397 (gnbE) (D)
on MRS basal medium without carbon source (black), with galacto-N-biose (red), lacto-N-biose (blue) or lactose (green) as the carbon source.
Data presented are mean values based on at least three replicates. Error bars indicate standard deviations.
This figure is available in colour online at wileyonlinelibrary.com.
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I of the PTS was required for their catabolism and second,
the tagatose-6P pathway was involved in the metabolism
of the galactose moiety of GNB and LNB. GNB-P and
LNB-P are hydrolysed to Gal-6P and the corresponding
N-acetylhexosamines by the product of the gene gnbG.
Only two proteins homologous to GnbG have been char-
acterized to date (Jeong et al., 2009; Hu et al., 2014). The
predicted amino acid sequence of GnbG exhibits 60% and
59% identities to the BgaC enzymes from Streptococcus
pneumoniae and Streptococcus suis respectively. These
proteins were localized at the bacterial cell surface and
they catalysed the hydrolysis of the terminal galactose
from lacto-N-tetraose and LNB-containing sugar chains
(Jeong et al., 2009; Hu et al., 2014), but not from GNB-
containing sugar chains (Hu et al., 2014). Curiously, like
gnbG the bgaC genes from streptococci are also clustered
with genes encoding a putative mannose-type PTS (Jeong
Fig. 6. Growth curves of Lactobacillus casei wild type strain BL23
on MRS basal medium with galactose (dark green),
galacto-N-biose (red) or lacto-N-biose (blue) as carbon sources,
and L. casei mutant strain BL393 (lacAB) on MRS basal medium
with galactose (green), galacto-N-biose (pink) or lacto-N-biose
(cyan) as carbon sources. Data presented are mean values based
on at least three replicates. Error bars indicate standard deviations.
This figure is available in colour online at wileyonlinelibrary.com.
Fig. 7. Transcriptional analysis by RT-qPCR of the expression of
gnbR (white bars), gnbE (clear grey bars), gnbF (dark grey bars),
gnbG (black bars) and gnbC (diagonal strip lined bars) in
Lactobacillus casei BL23 grown in MRS basal medium containing
galacto-N-biose (GNB), lacto-N-biose (LNB), N-aceylgalactosamine
(GalNAc), N-acetylglucosamine (GlcNAc) or galactose (Gal). Cells
grown in MRS basal medium with glucose were used as reference
condition. Data presented are mean values based on three
replicates of at least two biological independent samples. Bars
indicate standard errors.
Fig. 8. A. Growth curves of Lactobacillus casei BL23 on MRS
basal medium with galacto-N-biose (red) and lacto-N-biose (blue)
as carbon sources, and BL382 (gnbR) on MRS basal medium with
galacto-N-biose (green), and lacto-N-biose (pink) as the carbon
source. Data presented are mean values based on at least three
replicates. Error bars indicate standard deviations.
B. Transcriptional analysis by RT-qPCR of the expression of gnbE
(clear grey bars), gnbF (dark grey bars), gnbG (black bars) and
gnbC (diagonal strip lined bars) in L. casei BL382 (gnbR) grown in
MRS basal medium containing galacto-N-biose (GNB),
lacto-N-biose (LNB), N-acetylgalactosamine (GalNAc),
N-acetylglucosamine (GlcNAc), galactose (Gal) or glucose (Glc). L.
casei BL23 grown in MRS basal medium with glucose was used as
reference strain. Data presented are mean values based on three
replicates of at least two biological independent samples. Bars
indicate standard errors.
This figure is available in colour online at wileyonlinelibrary.com.
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et al., 2009). This fact together with the lack of a signal
peptide or a cell wall-anchoring motif suggests that
the BgaC enzymes in addition to surface-associated
β-galactosidase activity could have a phospho-β-
galactosidase activity within the cells. Whether GnbG from
L. casei exhibits similar surface location and activity
remains to be investigated. However, the fact that GNB and
LNB remained non-hydrolysed in the supernatants of
strains defective in PTSGnb or the Enzyme I of the PTS
argues against that, at least under our experimental
conditions.
GalNAc or GlcNAc liberated by GnbG from GNB-P
or LNB-P, respectively, would be phosphorylated
by an N-acetylhexosamine kinase before entering two
different catabolic routes that will end in the same gly-
colytic intermediaries, dihydroxyacetone-P (DHAP) and
D-glyceraldehyde-3P (GAP) (Fig. 2). In B. longum the
operon lpn, which is involved in the metabolism of GNB and
LNB, contains the gene lnpB encoding a kinase that
phosphorylates GalNAc and GlcNAc to GalNAc-1P and
GlcNAc-1P respectively (Nishimoto and Kitaoka, 2007).
Unlike Bifidobacterium species, in L. casei the gnb cluster
containing the genes involved in the metabolism of those
disaccharides does not encode sugar kinases. We showed
that the genes gnbF, encoding GalNAc-6P deacetylase,
and nagA, encoding GlcNAc-6P deacetylase, were
involved in the metabolism of GNB and LNB, respectively,
which indicates that the GalNAc and GlcNAc resulting from
Fig. 9. A. Electrophoretic gel mobility shift assay with the 192-bp or 172-bp DNA fragments of the intergenic region between manA and gnbR
genes, without (−), with 2 μg (+) or 5 μg (++) of His-tagged GnbR.
B. DNase I footprinting analysis of GnbR binding to the gnb promoter region (172-bp fragment). Digestion of the coding and non-coding DNA
strands in the presence (+) or absence (−) of His-tagged GnbR is shown. The GnbR-protected regions are indicated by double arrowhead
vertical bars and the corresponding sequence is within vertical rectangles. GA, lanes with the A+G Maxam and Gilbert reaction products.
C. Alignment of the GnbR-protected region with known promoter regions of the GntR/HutC family of transcriptional regulators: HutC (Hu et al.,
1989); FarR (Quail et al., 1994); TreRo1 and TreRo2 (Schöck and Dahl, 1996); KorSA (Sezonov et al., 2000); NagRdrenagP and NagRdrenagA
(Bertram et al., 2011); PckR (Hyeon et al., 2012); IolR (Klaffl et al., 2013). Bases conserved in all sequences are shown against a dark
background. Bases conserved in at least five of the ten sequences appear against a shaded background. Inverted repeats in the GnbR
binding site are marked with arrows.
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the hydrolysis of GNB-P and LNB-P, respectively, would be
phosphorylated at the C-6 instead of C-1 position as occurs
in bifidobacteria (Nishimoto and Kitaoka, 2007). We tried to
find the kinases responsible for the catabolism of GlcNAc
and GalNAc using the deduced amino acid sequence of
N-acetylglucosamine 6-kinase (NagK) from E. coli (Uehara
and Park, 2004) in BLAST searches against the L. casei
BL23 genome (Maze et al., 2010). Three putative sugar
kinases were found: LCABL_18750 (annotated as glk
gene), LCABL_28340 and LCABL_29280 (named here as
sugK for sugar kinase). In order to test whether the genes
glk and sugK (the third sugar kinase LCABL_28340 is
within a hypothetical mannosyl-saccharide operon and
therefore it was not tested) were involved in the metabo-
lism of GNB and LNB, two mutants disrupted in glk (strain
BL391) and sugK (strain BL392) were constructed. Both
strains showed the same growth pattern as the wild-type
strain in those disaccharides (data not shown), indicating
that neither glk nor sugK are involved in GNB or LNB
metabolism in L. casei or that they present redundant
activities. Therefore, further analysis will be needed to
determine the mechanisms by which GalNAc and GlcNAc
are phosphorylated.
GalNAc is a constituent of the cell wall, lipopolysaccha-
rides and exopolysaccharides in bacteria (Tallon et al.,
2003; Bernatchez et al., 2005; Freymond et al., 2006; Lin
et al., 2011), and it connects glycan chains with the protein
backbone of mucins in humans (Jensen et al., 2010). Even
though GalNAc is an available source of carbon and nitro-
gen for bacteria, its catabolic pathway has only been
characterized in Escherichia coli and Shewanella sp.
(Brinkkotter et al., 2000; Ray and Larson, 2004; Leyn et al.,
2012; Hu et al., 2013). The gnb gene cluster studied here
encodes the catabolic enzymes that, with the exception of
GnbG, comprise a GalNAc pathway. Unlike L. casei, in E.
coli and other Proteobacteria (Leyn et al., 2012) the gene
cluster involved in GalNAc catabolism contains additional
genes that encode enzymes involved in the Tag-6P
metabolism, which includes a Tag-6P kinase and a Tag-
1,6P aldolase. In L. casei the Tag-6P pathway is encoded
by a different gene cluster containing the structural genes
lacR1ABD2C, which would be responsible for the metabo-
lism of the Tag-6P resulting from tagatose (Viana et al.,
2000), galactose (Bettenbrock et al., 1999) and lactose
(Gosalbes et al., 1997) catabolism, and in the routes pro-
posed here for GNB, LNB and GalNAc. Indeed, we showed
that a mutant for the genes lacAB is not able to grow in
galactose and it is impaired in the growth on GNB and LNB.
We have determined that the transcriptional regulation of
the gnb gene cluster in L. casei comprises induction by
GNB and GalNAc mediated by the transcriptional repres-
sor GnbR. In E. coli the GalNAc catabolic operon is also
regulated by a transcriptional repressor, although it
belongs to the DeoR/GlpR protein family (Ray and Larson,
2004). Effector molecules of regulators in this family are
usually phosphorylated intermediates of the respective
metabolic pathways (van Rooijen et al., 1993; Ray and
Larson, 2004). Likewise, GlcNAc metabolism in Bacillus
subtilis is regulated by a GntR-family transcriptional
repressor inactivated by the catabolic intermediate
glucosamine-6P (Bertram et al., 2011). We have shown
here that the gnb genes from L. casei are upregulated by
growth on GNB and GalNAc. Therefore, the signal trigger-
ing GnbR inactivation could likely be the phosphorylated
sugars GalNAc-6P and/or galactosamine-6P, derived
either from the intracellular GalNAc moiety of GNB or from
extracellular GalNAc transported and phosphorylated by
the PTSGnb. Tag-6P, resulting from the activity of GnbE on
galactosamine-6P or from the galactose-6P metabolism,
probably is not an effector of GnbR since the gnb cluster is
downregulated in the presence of galactose. LNB and
GlcNAc, whose metabolism does not lead to GalNAc-6P or
galactosamine-6P, barely induced the gnb operon. This
suggested that GlcNAc-6P and glucosamine-6P are not
effectors for GnbR. According to this, LNB utilization was
suboptimal in the wild-type strain, probably due to the low
induction of gnb genes. Thus, growth on LNB was
enhanced by mutation in gnbR, which allowed constitutive
expression of gnb genes.Although L. casei can be cultured
on LNB as the only carbon source, the simultaneous
presence of GNB and LNB in environments such as the
gastrointestinal tract of breast-fed infants would possibly
enhance the efficiency of LNB utilization. GNB and LNB
form part of a great variety of bioactive molecules, such as
HMO, glycosphingolipids, mucin glycoproteins and gly-
colipids (Hakomori, 2008; Thurl et al., 2010; Moran et al.,
2011; Urashima et al., 2012; Liu and Newburg, 2013). In
order to be used by L. casei, they must be previously
released from those glycocomplexes by the action of other
microbial glycosidases. This is the case of endo-α-N-
acetylgalactosaminidase that is able to liberate GNB from
mucin-type O-glycans and lacto-N-biosidase that releases
LNB from HMO (Ashida et al., 2000; Fushinobu, 2010).
Analysis of the available genome sequences of lactobacilli
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes) revealed that the
gnb gene cluster is present only in the Lactobacillus casei/
paracasei/rhamnosus group of phylogenetically related
lactobacilli. More than 80% of the sequenced strains of this
group contain this cluster and the deduced amino acid
sequences of the 8 gnb genes showed an identity ranging
from 86% to 100% respect to the L. casei BL23 sequence.
Indeed, the species of this group of Lactobacillus are
common inhabitants of the gastrointestinal tracts of human
and animals (Martin et al., 2007; Cai et al., 2009;
Albesharat et al., 2011). Genome analysis in Lactobacillus
revealed that species of this genus have evolved by gene
loss and acquisition driven by their specific ecological
niche. Thus, lactobacilli from intestinal origin, such as
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Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus johnsonii or Lac-
tobacillus gasseri carry genes for many traits related to
survival and colonization of that environment, including
carbohydrate fermentation capabilities (Pridmore et al.,
2004; Altermann et al., 2005; Azcarate-Peril et al., 2008).
Regarding this, the L. casei/paracasei/rhamnosus group
seems especially capable for the exploitation of mucosal
oligosaccharides, as they represent the only lactobacilli
where α-L-fucosidases (Rodriguez-Diaz et al., 2012a) and
routes for the utilization of GNB, LNB and GalNAc are
present. The work presented here reports the first charac-
terization of the genes and the catabolic pathway for the
utilization of these three structurally related carbohydrates
in Firmicutes. The flexible functionalization of the gnb
genes probably represents an adaptation of these bacteria
to a particular environmental niche like the gastrointestinal
tract.
Experimental procedures
Bacterial strains, culture conditions and plasmids
The strains and plasmids used in this study are listed in
Table 2. The L. casei strains were routinely grown at 37°C
under static conditions on MRS medium (Difco). E. coli, which
was used as host in cloning experiments, was grown in
Luria–Bertani medium at 37°C (Oxoid). The corresponding
solid media were prepared by adding 1.4% agar. E. coli
DH10B and GM119 transformants were selected with ampicil-
Table 2. Strains and plasmids used in this study.
Strain or plasmid Relevant genotype or properties Source or reference
Strains
Lactobacillus casei
BL23 Wild type CECT 5275
BL126 BL23 ptsI Viana et al. (2000)
BL382 BL23 gnbR (frameshift at SphI site) This work
BL383 BL23 gnbF (frameshift at BclI site) This work
BL384 BL23 gnbG (frameshift at NdeI site) This work
BL385 BL23 gnbC::pRV300 ErmR This work
BL388 BL23 nagA::pRV300 ErmR This work
BL389 BL23 gnbF nagA::pRV300 ErmR This work
BL391 BL23 glk::pRV300 ErmR This work
BL392 BL23 sugK::pRV300 ErmR This work
BL393 BL23 lacAB (204-bp deleted at lacA 3′ end and 339 bp deleted at lacB 5′ end) This work
BL397 BL23 gnbE (266-bp deleted at gnbE 5′ end and frameshift at second AsuII site) This work
Escherichia coli
DH10B F− endA1 recA1 galE15 galK16 nupG rpsL ΔlacX74 Φ80lacZΔM15 araD139
Δ(ara,leu)7697 mcrA Δ(mrr) sdRMS-mcrBC) λ−
Invitrogen
GM119 F−supE44, lacY1, galK2, galT22, metB1, dcm-6, dam-3, tsx-78 λ− ATCC53339
BE50 BL21(DE3) containing pREPGroES/GroEL Dale et al. (1994)
PE155 DH10B containing pQEgnbR This work
PE157 DH10B containing pQEgnbE This work
PE158 BE50 containing pQEgnbF This work
PE159 BE50 containing pQEgnbG This work
Plasmids
pRV300 Suicide vector carrying ErmR from pAMβ1 Leloup et al. (1997)
pRVgnbR pRV300 with a frameshift at SphI site in gnbR fragment This work
pRVgnbE pRV300 with a 266-bp deleted at 5′ end gnbE and frameshift at second AsuII
site fragment
This work
pRVgnbF pRV300 with a frameshift at BclI site in gnbF fragment This work
pRVgnbG pRV300 with a frameshift at NdeI site in gnbG fragment This work
pRVgnbC pRV300 with a 0.6-kb gnbC fragment This work
pRVnagA pRV300 with a 0.55-kb nagA fragment This work
pRVnagB pRV300 with a frameshift at BclI site in nagB fragment This work
pRVglk pRV300 with a 0.55-kb glk fragment This work
pRVsugK pRV300 with a 0.56-kb sugK fragment This work
pRVlacAB pRV300 with a fragment carrying a 204-bp deletion at lacA 3′ end and a 339 bp
deletion at lacB 5′ end fragment
This work
pQE80 E. coli expression vector; AmpR Qiagen
pQEgnbR pQE80 containing gnbR-coding region This work
pQEgnbE pQE80 containing gnbE-coding region This work
pQEgnbF pQE80 containing gnbF-coding region This work
pQEgnbG pQE80 containing gnbG-coding region This work
CECT, Colección Española de Cultivos Tipo; ATCC, American Type Culture Collection; ErmR, erythromycin resistance; AmpR, ampicillin resistant.
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lin (100 μg ml−1) and E. coli BE50 with ampicillin (100 μg ml−1)
and kanamycin (25 μg ml−1). L. casei transformants were
selected with erythromycin (5 μg ml−1).
Vector pRV300 (Leloup et al., 1997) was used for cloning
experiments with E. coli and for insertional inactivation of
genes in L. casei. Vector pQE80 (Qiagen) was used for protein
overproduction. E. coli and L. casei strains were transformed
by electroporation with a Gene Pulser apparatus (Bio-Rad
Laboratories) as recommended by the manufacturer (E. coli)
or described earlier (L. casei) (Posno et al., 1991).
Culture of L. casei strains with monosaccharides and
the oligosaccharides galacto-N-biose (GNB),
lacto-N-biose (LNB) and lacto-N-tetraose (LNT)
The L. casei strains were grown overnight at 37°C under
static conditions on sugar-free MRS basal medium contain-
ing: bactopeptone (Difco), 10 g l−1; yeast extract (Pronadisa),
4 g l−1; sodium acetate, 5 g l−1; tri-ammonium citrate, 2 g l−1;
magnesium sulphate 7-hydrate, 0.2 g l−1; manganese sul-
phate monohydrate, 0.05 g l−1; and Tween 80, 1 ml l−1. Over-
night cultures were diluted to an OD550 of 0.1 in 100 μl of MRS
basal medium containing 4 mM of GNB, LNB, LNT, lactose,
N-acetylgalactosamine, N-acetylglucosamine, galactose or
glucose. GNB and LNB were obtained from Dextra Labora-
tories Ltd (Reading, UK) and LNT from Carbosynth
(Compton, Berkshire, UK). Bacterial growth was monitored
during 24 h by spectrophotometric measurements every
30 min at 550 nm in 96-well plates at 37°C without shaking in
a POLARstar Omega microplate reader (BMG Labtech,
Offenburg, Germany). At least three independent biological
replicates for each growth curve were obtained. Results were
expressed as means ± standard deviations. The growth rates
(μ) were calculated by using the Gompertz model (GraphPad
Software, San Diego, CA).
DNA manipulation, oligonucleotides and sequencing
Total DNA was isolated from L. casei BL23 as described
before (Posno et al., 1991). Recombinant DNA techniques
were performed by following standard procedures (Sambrook
et al., 1989). PCR primers (Table S1) were synthesized by
Isogen Life Science (De Meern, The Netherlands). All PCR
reactions were performed with the Expand High Fidelity PCR
System (Roche). DNA sequencing was carried out by the
Central Service of Research Support of the University of
Valencia (Spain). M13 universal and reverse primers or
custom primers hybridizing within the appropriate DNA frag-
ments were used for sequencing. Sequence analyses were
carried out with DNAMAN 4.03 for Windows (Lynnon BioSoft)
and sequence similarities were analysed with the BLAST
program (Altschul et al., 1990).
Construction of recombinant strains
DNAfragments containing part of gnbR, gnbE, gnbF and gnbG
were obtained by PCR using L. casei BL23 chromosomal
DNA and the oligonucleotides pairs: LNBReg3/LNBReg4,
LNB3Fow/LNB3Rev LNB4Fow/LNB4Rev and LNB5Fow/
LNB5Rev respectively. The PCR products were cloned into
pRV300 digested with EcoRV. The resulting plasmids
pRVgnbR, pRVgnbF and pRVgnbG were cleaved at the
unique SphI, BclI and NdeI restriction sites present in
the gnbR, gnbF and gnbG coding regions respectively. The
plasmid pRVgnbE was cleaved with AsuII that removed a
fragment of 266 bp in the coding region of gnbE. The four
digested plasmids were then treated with the Klenow fragment
of DNA polymerase I, ligated and transformed. Different con-
structs were selected in which a frameshift was introduced at
the SphI, BclI and NdeI sites in gnbR (pRVgnbR), gnbF
(pRVgnbF) and gnbG (pRVgnbG) respectively. For the gnbE
gene a plasmid-containing clone was selected with a 266-bp
deletion that also introduced a frameshift at the secondAsuII in
gnbE (pRVgnbE). L. casei was transformed with each of these
plasmids and one erythromycin-resistant clone of each gene
carrying the plasmid integrated by single cross-over was
grown in MRS without erythromycin for 200 generations. Cells
were plated on MRS and replicaplated on MRS plus erythro-
mycin. Antibiotic-sensitive clones were isolated and, among
them, one for each gene was selected (BL382, BL383, BL384
and BL397 strains) in which a second recombination event led
to the excision of the plasmid leaving a mutated gnbR, gnbF,
gnbG and gnbE copy, respectively, as was confirmed by
sequence analysis of appropriate PCR products. To construct
a gnbC mutant an internal DNA fragment of gnbC was
obtained by PCR using L. casei BL23 chromosomal DNA and
the oligonucleotides LNBIICFow and LNBIICRev. The PCR
product was cloned into pRV300 digested with EcoRV. The
resulting plasmid pRVgnbC was used to transform L. casei
BL23 and single cross-over integrants were selected by resist-
ance to erythromycin and confirmed by PCR analysis and
DNA sequencing. One mutant was selected and named
BL385.
To construct nagA mutant strains an internal DNA fragment
of nagA was obtained by PCR using L. casei BL23 chromo-
somal DNAand the oligonucleotides 20280For and 20280Rev.
The PCR product was cloned into pRV300 digested with
EcoRV. The resulting plasmid pRVnagA was integrated in the
L. casei BL23 genome by single cross-over recombination.
One integrant was selected and named BL388. The same
procedure was used to inactivate nagA gene in the mutant
strain BL383 (gnbF) obtaining the double mutant gnbF nagA
(strain BL389). To try to inactive the nagB gene a DNA
fragment containing part of nagB was obtained by PCR using
L. casei BL23 chromosomal DNA and the oligonucleotides
pair: NagBFW1/NagBRV2. The PCR product was cloned into
pRV300 digested with EcoRV. The resulting plasmid pRVnagB
was cleaved at the unique BclI restriction site present in the
nagB coding region, treated with the Klenow fragment of DNA
polymerase I, ligated and transformed. One plasmid was
selected in which a frameshift was introduced at the BclI site in
nagB (pRVnagB). This plasmid was used to transform L. casei
BL23, however after several attempts no transformants were
obtained on agar plates with erythromycin.
To construct mutant strains for glk and sugK genes, respec-
tively, internal DNA fragments of each gene were obtained by
PCR using L. casei BL23 chromosomal DNA and the oligonu-
cleotides pairs 18750For/18750Rev and 29280For/29280Rev
respectively. The PCR products were cloned into pRV300
digested with EcoRV. The resulting plasmids pRVglk and
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pRVsugK were used to transform L. casei BL23 and single
cross-over integrants were selected by resistance to erythro-
mycin and confirmed by PCR. Strains mutated in each gene
were selected and named BL391 (glk) and BL392 (sugK).
A DNA fragment containing part of lacA and lacB was
obtained by PCR using L. casei BL23 chromosomal DNA and
the oligonucleotides LacAfor and LacBrev. The PCR product
was cloned into pRV300 digested with EcoRV. The resulting
plasmid pRVlacAB was cleaved with NdeI, which removed a
543-bp fragment spanning the 3′ end of lacA and 5′ end of
lacB, ligated and transformed. A plasmid was selected with a
deletion in lacAB (pRVlacAB). L. casei was transformed with
this plasmid and replacement of the lacAB genes by the
mutated versions (strain BL393) was achieved as described
above.
Oligosaccharide and monosaccharide analysis
To determine the carbohydrates present in the supernatants
from the L. casei cultures, the cells were removed by cen-
trifugation and the cultures were analysed by high-
performance liquid chromatography (HPLC) with a Jasco
PU2080Plus system coupled to a refractive index detector
(Jasco RI-2031 Plus) using a Rezex RCM-Monosaccharide
column (Phenomenex). The column was kept at 80°C and the
samples were eluted in isocratic mode using water as the
mobile phase at a flow rate of 0.6 ml min−1. Oligo- and mono-
saccharides were confirmed by comparison of their retention
times with those of standards.
RNA isolation and reverse transcriptase quantitative
PCR (RT-qPCR)
For RNA isolation strains were grown at 37°C under static
conditions in 1 ml MRS fermentation medium containing
4 mM of different sugars until mid-log phase was reached.
The inocula for these cultures (starting OD of 0.1) were
cells pre-grown in MRS basal medium without sugar added.
Cells were collected by centrifugation, washed with 1 ml of
50 mM EDTA pH 8 and resuspended in 1 ml of Trizol
(Gibco). One gram of 0.1-mm-glass beads was added and
cells were broken with a Mini-BeadBeater apparatus
(Biospec Products, Bartlesville, OK). RNA was isolated as
described by the manufacturers of Trizol. One hundred
nanograms of RNA was digested with DNaseI, RNase-free
(Fermentas), and 50 ng of digested RNA was retro-
transcribed using the Maxima First strand cDNA Synthesis
Kit (Fermentas) following manufacturer instructions. The
resulted cDNA was subjected to quantitative PCR for the
genes gnbR, gnbE, gnbF, gnbG and gnbC. RT-qPCR was
performed using the Lightcycler 2.0 system (Roche) and LC
Fast Start DNA Master SYBR green I (Roche). Primers
were designed by using the Primer-BLAST service (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) in order to gener-
ate amplicons ranging from 70 to 200 bp in size (Table S1).
RT-qPCR was performed for each cDNA sample in triplicate
and using the primers pairs: qPCR2880for/qPCR2880rev
(gnbR), qPCR2890for/qPCR2890rev (gnbE), qPCR2900for/
qPCR2900rev (gnbF), qPCR2910for/qPCR2910rev (gnbG)
and qPCR2930for/qPCR2930rev (gnbC). The reaction
mixture (10 μl) contained 5 μl of 2× master mix, 0.5 μl of
each primer (10 μM), and 1 μl of a 20 times diluted sample
from the cDNA synthesis reaction. Reaction mixtures
without a template were run as controls. The cycling con-
ditions were as follows: 95°C for 10 min, followed by 45
cycles of three steps consisting of denaturation at 95°C for
10 s, primer annealing at 60°C for 20 s, and primer exten-
sion at 72°C for 20 s. For each set of primers, the cycle
threshold values [crossing point (CP)] were determined by
the automated method implemented in the Lightcycler soft-
ware 4.0 (Roche). The pyrG gene was selected as refer-
ence gene on the base of previous studies (Landete et al.,
2010). The relative expression based on the expression
ratio between the target genes and reference genes was
calculated using the software tool REST (relative expres-
sion software tool) (Pfaffl et al., 2002). Linearity and ampli-
fication efficiency were determined for each primer pair.
Every RT-qPCR was performed at least in triplicates of two
biological independent samples.
Expression and purification of His-tagged GnbR, GnbE,
GnbF and GnbG
The coding regions of gnbR, gnbE, gnbF and gnbG were
amplified by PCR using chromosomal DNA from L. casei
BL23 as template and the primers pairs: 2880BamHIFw/
2880HindIIIRv; 2890BamHIFw/2890PstIRv; 2900BamHIFw/
2900HindIIIRv and 29100BamHIFw/29100HindIIIRv, respec-
tively, with added restriction sites to the 5′ and 3′ ends. The
PCR fragments were cleaved with the corresponding restric-
tion enzymes and cloned into pQE80 digested with the same
enzymes. The resulting plasmids pQEgnbR, pQEgnbE,
pQEgnbF and pQEgnbG were used to transform E. coli
DH10B, and the correct sequence of the inserts was confirmed
by DNA sequencing. The proteins expressed from pQEgnbF
and pQEgnbG formed inclusion bodies and they could not be
obtained in soluble form. Those plasmids were therefore used
to transform E. coli BE50 carrying the pREPGroES/GroEL
plasmid coding for E. coli chaperones to improve solubility of
recombinant proteins (Dale et al., 1994). One clone of each,
PE155 (pQEgnbR), PE157 (pQEgnbE), PE158 (pQEgnbF)
and PE159 (pQEgnbG) was grown in 0.5 l Luria–Bertani
medium with appropriate antibiotics at 20°C under agitation.
When the cultures reach an OD550 of 1.0, IPTG (1 mM) was
added and incubation was continued for 5 h. Cells were har-
vested by centrifugation and resuspended in lysis buffer
(Tris·HCl 50 mM pH 7.5, NaCl 100 mM, Na2SO4 50 mM, dithi-
othreitol 0.5 mM and phenylmethysulphonyl fluoride 1 mM).
The suspensions were treated with 1 mg ml−1 lysozyme at
room temperature for 30 min. Cells lysates were then soni-
cated and the cell debris was removed by centrifugation at
12 000 g for 20 min at 4°C. The cleared extracts were loaded
onto Ni Sepharose 6 Fast Flow columns (HisTrap affinity
columns, GE Healthcare) and the proteins were purified using
an Äkta Prime FPLC system (GE Healthcare). After washing
the columns with buffer A (Tris·HCl 50 mM pH 7.5, NaCl
100 mM and Na2SO4 50 mM) containing 10 mM imidazole, the
proteins were eluted with a 10-500 mM imidazole gradient.
Fractions containing the proteins of interest were analysed by
SDS-PAGE gels, pooled, dialysed against Tris·HCl 100 mM,
pH 7.5, containing 20% glycerol and kept frozen at −80°C.
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Protein concentrations were determined by spectrophotomet-
ric measurements at 280 nm in a NanoDrop Instrument
(Thermo Scientific, Wilmington, USA).
GnbG enzyme activity
The activity of the purified His-tagged GnbG enzyme was
assayed at 37°C with different 2/4-nitrophenyl(NP)-sugars
(Table 1) at 5 mM in 96-well plates. The 2/4-nitrophenol
released was measured by following continuous changes in
absorbance at 404 nm using a POLARstar Omega micro-
plate reader (BMG Labtech, Offenburg, Germany). Reaction
mixtures (100 μl) containing the substrate in 100 mM Tris-HCl
buffer, pH 7.0, were initiated by adding 1 μg of enzyme.
The optimal pH was determined with 5 mM 2-NP-β-D-
galactopyranoside using 100 mM phosphate-citrate buffer,
(pH 3.0–7.0) and 100 mM glycine-NaOH buffer (pH 7.5–9.5).
The optimal temperature reaction was analysed in a range
from 20°C to 60°C at the optimal pH. Kinetic studies were
performed in 100 mM Tris-HCl buffer, pH 7.0, at 37°C with
2-NP-β-D-galactopyranoside ranging from 0.5 to 7.5 mM.
In order to determine the ability of GnbG to hydrolyse natural
oligosaccharides, several substrates were tested (Table 1).
The reactions (100 μl) were performed at 37°C for 16 h using
4 mM substrate in 100 mM Tris-HCl buffer, pH 7.0. The reac-
tion mixtures were analysed by HPLC as described above.
GnbF and GnbE enzyme activities
The activity of the purified His-tagged GnbF and His-tagged
GnbE enzymes were determined by using both enzymes in
coupled reactions as previously described (Leyn et al., 2012)
with some modifications. The assay is based in the release of
ammonium during the conversion of galactosamine-6P to
tagatose-6P by the activity of GnbE. The ammonium is
coupled to the oxidation of NADH to NAD+ via glutamate
dehydrogenase and the disappearance of NADH was meas-
ured by following continuous changes in absorbance at
340 nm using a POLARstar Omega microplate reader (BMG
Labtech, Offenburg, Germany). The reaction mixtures (200 μl)
were assayed at 37°C containing 2 mM GalNAc-6P, 100 mM
Tris-HCl buffer, pH 7.5, 20 mM MgCl2, 1 mM α-ketoglutarate,
0.3 mM NADH, 2 units of glutamate dehydrogenase (Fluka),
1 μg of GnbF and 0.5 μg of GnbE. The activity was also
assayed with 2 mM GlcNAc-6P as substrate. Control reactions
with only GnbF or GnbE were also performed.
Electrophoretic gel mobility shift and DNase I
footprinting assays
The upstream region of the gnbR gene was amplified by PCR
with L. casei BL23 chromosomal DNA and two combinations
of primers, Pre2880Afor/Pre2880Arev and Pre2880Bfor/
Pre2880Brev. The first combination amplified 192 bp DNA
fragment closest to the 3′ end of the upstream gene (manA,
LCABL_02870) from gnbR and the second pair amplified 172
bp DNA fragment next to the start codon of gnbR. Both DNA
fragments were used in electrophoretic mobility shift assays
with purified His-tagged GnbR. The binding assay was carried
out in binding buffer (20 mM Tris-HCl, pH 7.0, 40 mM KCl,
5 mM MgCl2, 1 mM DTT and 10% glycerol) with 0.25 μg of
target DNA and different amounts of His-tagged GnbR. The
binding mixtures were incubated for 30 min at 37°C and
separated on 6% non-denaturing polyacrylamide gels in
100 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 mM EDTA buffer at 60 V for 1 h.
The DNA was stained with ethidium bromide. To perform
footprinting assays, two single-end 32P-labelled DNAprobes of
the GNB promoter region were synthetized in two PCR reac-
tions respectively. The 172 bp DNA fragment described above
was used as template and the oligonucleotides Pre2880Bfor
or Pre2880Brev, 5′-labelled with Optikinase (Affymetrix) and
[γ-32P]-ATP, were used as primers with the second unlabelled
oligonucleotide Pre2880Brev or Pre2880Bfor respectively.
Reaction mixture contained binding buffer, 30 000 dpm of the
labelled PCR fragments, 0.5 μg of herring sperm DNA and
20 μg of His-tagged GutR, in a final volume of 25 μl. After
incubation for 30 min at 37°C, the DNA was digested with
0.04 U of DNase I (Roche) for 1 min at room temperature. The
digestion was stopped by heating the samples for 3 min
at 90°C. The reaction mixtures were separated on a 7%
sequencing gel. A reference sequence ladder was generated
using A+G Maxam and Gilbert reactions (Sambrook et al.,
1989) with the same labelled oligonucleotide.
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The Extracellular Wall-Bound -N-Acetylglucosaminidase from
Lactobacillus casei Is Involved in the Metabolism of the Human Milk
Oligosaccharide Lacto-N-Triose
Gonzalo N. Bidart, Jesús Rodríguez-Díaz,* María J. Yebra
Laboratorio de Bacterias Lácticas y Probióticos, Departamento de Biotecnología de Alimentos, IATA-CSIC, Valencia, Spain
Humanmilk oligosaccharides (HMOs) are considered to play a key role in establishing andmaintaining the infant gut microbi-
ota. Lacto-N-triose forms part of both type 1 and type 2 HMOs and also of the glycanmoieties of glycoproteins. Upstream of the
previously characterized gene cluster involved in lacto-N-biose and galacto-N-biose metabolism from Lactobacillus casei BL23,
there are two genes, bnaG andmanA, encoding a-N-acetylglucosaminidase precursor and a mannose-6-phosphate isomerase,
respectively. In this work, we show that L. casei is able to grow in the presence of lacto-N-triose as a carbon source. Inactivation
of bnaG abolished the growth of L. casei on this oligosaccharide, demonstrating that BnaG is involved in its metabolism. Inter-
estingly, whole cells of a bnaGmutant were totally devoid of -N-acetylglucosaminidase activity, suggesting that BnaG is an ex-
tracellular wall-attached enzyme. In addition to hydrolyzing lacto-N-triose intoN-acetylglucosamine and lactose, the purified
BnaG enzyme also catalyzed the hydrolysis of 3=-N-acetylglucosaminyl-mannose and 3=-N-acetylgalactosaminyl-galactose. L.
casei can be cultured in the presence of 3=-N-acetylglucosaminyl-mannose as a carbon source, but, curiously, the bnaGmutant
strain was not impaired in its utilization. These results indicate that the assimilation of 3=-N-acetylglucosaminyl-mannose is
independent of BnaG. Enzyme activity and growth analysis with amanA-knockout mutant showed that ManA is involved in the
utilization of the mannose moiety of 3=-N-acetylglucosaminyl-mannose. Here we describe the physiological role of a -N-acetyl-
glucosaminidase in lactobacilli, and it supports the metabolic adaptation of L. casei to theN-acetylglucosaminide-rich gut niche.
Glycans in human milk are present as free oligosaccharides orconjugated to proteins and lipids (1, 2), and they have been
proposed to directly influence the composition of the infant gut
microbiota (3, 4). Furthermore, the free humanmilk oligosaccha-
rides (HMOs), the third largest solid component in milk, act as
prebiotics to promote colonization by beneficial bacterial species
(5, 6). HMOs contain a lactose moiety (Gal1-4Glc) at their re-
ducing end, which is elongated by1,3-linked lacto-N-biose units
(Gal1-3GlcNAc) to give the type 1 HMOs, including lacto-N-
tetraose (Gal1-3GlcNAc1-3Gal1-4Glc), or by 1,3/6-
linked N-acetyllactosamine units (Gal1-4GlcNAc) to give the
type 2 HMOs, such as lacto-N-neotetraose (Gal1-4GlcNAc1-
3Gal1-4Glc). Further elongation of these core structures is
made by the addition of fucose and sialic acid residues (1). Both
types of HMOs contain a lacto-N-triose unit (GlcNAc1-
3Gal1-4Glc), highlighting the importance of this trisaccharide in
the total pool of HMOs. In addition, lacto-N-triose and other
N-acetylhexosaminyl-oligosaccharides also formpart of the struc-
ture of glycans conjugated to proteins and lipids present in human
milk. The carbohydrate moieties of these molecules also have a
prebiotic role, and besides the monosaccharides described above
for HMOs, they also contain N-acetylgalactosamine (GalNAc)
and mannose (2).
Species belonging to the genera Bifidobacterium and Lactoba-
cillus are found as part of the gastrointestinalmicrobiota of infants
(7–9). Specific Bifidobacterium strains are efficient consumers of
HMOs (10), which is in agreement with the presence in these
strains of a large number of conserved genes with the predicted
capacity to hydrolyze those complex glycan structures (11). This is
the case for genes encoding enzymes from glycoside hydrolase
family 20 (GH20), which comprises lacto-N-biosidases (EC
3.2.1.140) and -N-acetylhexosaminidases (EC 3.2.1.52). They
are endoglycosidases, like the lacto-N-biosidase from Bifidobacte-
rium bifidum, which degrades lacto-N-tetraose into lacto-N-biose
and lactose (12), or exoglycosidases with specificity for (1-2),
(1-3), (1-4), and/or (1-6) glycosidic linkages (13–15). Unlike
the case for Bifidobacterium species, data about the capacity of
Lactobacillus species tometabolize humanmilk andmucosa-asso-
ciated glycans are limited. The species Lactobacillus casei is com-
monly isolated from the feces of breast-fed infants (7, 8). In this
work, we used L. casei strain BL23 as a laboratorymodel because it
is easy to manipulate genetically. We have previously character-
ized three -L-fucosidases from this strain (16) and demonstrated
that in the species L. casei the utilization of fucosyl--1,3-N-
acetylglucosamine, an abundant structural disaccharide present
in human milk glycans, is dependent on the specific -L-fucosi-
dase AlfB (17). Recently, we have identified in L. casei BL23 the
unique metabolic pathway for both lacto-N-biose and galacto-N-
biose (Gal1-3GalNAc). The latter is a core structure in mucin
glycans. These disaccharides are transported and phosphorylated
by the phosphoenolpyruvate:sugar phosphotransferase system
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(PTS), and then they are hydrolyzed into galactose-6-phosphate
(galactose-6P) and the correspondingN-acetylhexosamine by the
intracellular GH35 phospho--galactosidase GnbG (18). A gene
encoding a GH20-N-acetylglucosaminidase from L. caseiATCC
27092 has also been cloned, and the purified enzyme has been
biochemically characterized (19), but natural substrates were not
tested and the physiological role of this enzyme was not deter-
mined. In this work, we demonstrated that L. casei BL23 is able to
grow in the presence of lacto-N-triose. The chromosomal inacti-
vation of the bnaG gene, encoding an extracellular -N-acetylglu-
cosaminidase, prevented growth on this carbohydrate, revealing
the physiological role of a -N-acetylglucosaminidase from Lac-
tobacillus. Additionally, we showed that 3=-N-acetylglucosaminyl-
mannose is also a fermentable carbon source for L. casei and that a
mutant of manA, encoding a mannose-6P isomerase, is involved
in its metabolism.
MATERIALS AND METHODS
Bacterial strains, culture conditions, andplasmids.The strains andplas-
mids used in this study are listed in Table 1. The Lactobacillus casei strains
were routinely grown at 37°C under static conditions on MRS medium
(Difco). Escherichia coli, which was used as the host in cloning experi-
ments, was grown in Luria-Bertani medium at 37°C (Oxoid). The corre-
sponding solid media were prepared by adding 1.8% agar. E. coli DH10B
transformants were selected with ampicillin (100g/ml), and E. coli BE50
transformants were selected with ampicillin (100 g/ml) and kanamycin
(25 g/ml). L. casei transformants were selected with erythromycin (5
g/ml).
Vector pRV300 (20) was used for cloning experiments with E. coli and
for insertional inactivation of genes in L. casei. Vector pQE80 (Qiagen)
was used for protein overproduction. E. coli and L. casei strains were
transformed by electroporation with a Gene Pulser apparatus (Bio-Rad
Laboratories) as recommended by the manufacturer (E. coli) or as de-
scribed earlier (L. casei) (21).
Culture of L. casei strains with oligosaccharides. The L. casei strains
were grown overnight at 37°C under static conditions on sugar-free MRS
fermentation medium (18). Overnight cultures were diluted to an optical
density (OD) at 550 nm (OD550) of 0.05 in 100 l of MRS medium con-
taining 2mM lacto-N-neotetraose, lacto-N-triose, 3=-N-acetylglucosami-
nyl-mannose, 3=-N-acetylgalactosaminyl-galactose, lactose, N-acetylglu-
cosamine, or mannose. The first four oligosaccharides were obtained
from Carbosynth (Compton, Berkshire, United Kingdom). Bacterial
growth was monitored for 24 h by obtaining spectrophotometric mea-
surements at 550 nm every 30 min in 96-well plates at 37°C without
shaking in a POLARstar Omegamicroplate reader (BMG Labtech, Offen-
burg, Germany). At least three independent biological replicates for each
growth curve were obtained. Results are expressed as means  standard
deviations. The growth rates () were calculated by using the Gompertz
model (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
DNAmanipulation and sequencing. Total DNAwas isolated from L.
casei BL23 as described before (21). Recombinant DNA techniques were
performed by following standard procedures (22). All PCRs were per-
formedwith an Expand high-fidelity PCR system (Roche). DNA sequenc-
ing was carried out by the Central Service of Research Support of the
University of Valencia (Valencia, Spain).M13 universal and reverse prim-
ers or customprimers hybridizing within the appropriate DNA fragments
were used for sequencing. Sequence analyses were carried out with dna-
man (version 4.03) for Windows (Lynnon Biosoft), and sequence simi-
larities were analyzed with the BLAST program (23).
Construction of recombinant strains. DNA fragments containing
part of bnaG and manA were obtained by PCR using L. casei BL23 chro-
mosomal DNA and the following oligonucleotide pairs: BnaGFow
(5=-AGCTGCTGCTGATAACACC)/BnaGRev (5=-TCGGCTGGGCGAA
CTAAG) and ManAFow (5=-TTCATAGTGTCACGCAAGG)/ManA Rev
(5=-TGAACGTCATGGTGCCATC), respectively. The PCR products
were cloned into pRV300 that had been digested with EcoRV. The result-
ing plasmids, pRVbnaG and pRVmanA, respectively, were cleaved at the
unique SphI and XagI restriction sites present in the bnaG and manA
coding regions, respectively. The two digested plasmids were then treated
with the Klenow fragment of DNA polymerase I, ligated, and trans-
formed. Different constructs in which a frameshift was introduced at the
SphI and XagI sites in bnaG (pRVbnaG) and manA (pRVmanA), respec-
tively, were selected. L. caseiwas transformed with each of these plasmids.
A single-crossover integrant of each gene was selected based on its resis-
tance to erythromycin. Subsequently, these integrants were grown inMRS
medium without erythromycin for about 200 generations. Cells were
plated on MRS medium and replica plated on MRS medium plus eryth-
TABLE 1 Strains and plasmids used in this studya
Strain or plasmid Relevant genotype or description Source or reference
Strains
Lactobacillus casei
BL23 Wild type CECT 5275
BL126 BL23 ptsI 28
BL380 BL23 bnaG (frameshift at SphI site) This work
BL381 BL23 manA (frameshift at XagI site) This work
Escherichia coli
DH10B F endA1 recA1 galE15 galK16 nupG rpsL lacX74 80dlacZM15 araD139
(ara leu)7697 mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 	
Invitrogen
BE50 BL21(DE3) containing pREPGroES/GroEL 34
PE168 BE50 containing pQEbnaG This work
PE169 BE50 containing pQEmanA This work
Plasmids
pRV300 Suicide vector carrying Ermr from pAM1 20
pRVbnaG pRV300 with a frameshift at SphI site in bnaG This work
pRVmanA pRV300 with a frameshift at XagI site in manA This work
pQE80 E. coli expression vector; Ampr Qiagen
pQE bnaG pQE80 containing bnaG coding region This work
pQEmanA pQE80 containing manA coding region This work
a CECT, Colección Española de Cultivos Tipo; Ermr, erythromycin resistance; Ampr, ampicillin resistant.
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romycin. Antibiotic-sensitive clones were isolated, and among them, we
selected one clone for each gene (strains BL380 and BL381) in which a
second recombination event led to the excision of the plasmid, leaving a
mutated bnaG copy and a mutated manA copy in strains BL380 and
BL381, respectively, as was confirmed by sequence analysis of appropriate
PCR products.
Oligosaccharide and monosaccharide analysis. To determine the
carbohydrates present in the supernatants from the L. casei cultures, the
cells were removed by centrifugation and the cultures were analyzed by
high-performance liquid chromatography (HPLC) using a Jasco
PU2080Plus system (for L. casei cultures on lacto-N-neotetraose, lacto-N-
triose, 3=-N-acetylgalactosaminyl-galactose, or lactose) or an ICS3000
chromatographic system (Dionex) (for L. casei cultures on 3=-N-acetyl-
glucosaminyl-mannose or mannose). The PU2080Plus system was cou-
pled to a refractive index detector (Jasco RI-2031 Plus) using a Rezex
RCM-monosaccharide column (Phenomenex). The column was kept at
80°C, and the samples were eluted in isocratic mode using water as the
mobile phase at a flow rate of 0.6 ml/min. For the Dionex system, a Car-
boPac PA100 column with pulsed amperometric detection was used. A
combined gradient of 100 to 300 mMNaOH and 0 to 300 mM acetic acid
was used (100mMNaOH for 2min, 100 to 300mMNaOH for 3min, 300
mM NaOH and 0 to 300 mM acetic acid for 15 min) at a flow rate of 1
ml/min. Oligo- and monosaccharides were confirmed by comparison
of their retention times with those of standards (glucose, galactose,
GlcNAc, GalNAc, mannose, fructose, and the di-, tri-, and tetrasaccha-
rides listed in Table 3).
BnaG enzyme activity in whole cells and supernatants of L. casei
cultures. The L. casei strains were grown overnight at 37°C under static
conditions on 10 ml of MRS fermentation medium containing 0.5% glu-
cose or 0.5% ribose. When the cultures reached an OD550 of 1.5 (glucose)
or 1.2 (ribose), cells were collected by centrifugation at 8,000 
 g for 10
min, and the supernatants were subjected to ultracentrifugation at
100,000 
 g for 60 min to remove the cell debris. The cell pellets were
washed twice with phosphate-buffered saline (PBS) and resuspended in
this buffer to an OD550 of 2. The BnaG enzyme activity was determined at
37°C with 2.5 mM 4-nitrophenyl (NP)-N-acetyl--D-glucosaminide
(pNPGlcNAc) in 96-well plates. The 4-nitrophenol released was mea-
sured by continuously following the changes in the absorbance at 404 nm
using a POLARstar Omega microplate reader (BMG Labtech, Offenburg,
Germany). Reactions with reactionmixtures (100l) containing the sub-
strate in 100 mM sodium phosphate buffer, pH 6.5, were initiated by
adding 75 l of cell suspension or culture supernatant.
Expression and purification of His-tagged BnaG and ManA. The
coding regions of bnaG andmanAwere amplified by PCR using chromo-
somal DNA from L. casei BL23 as the template and the primer pairs
2860BamHIFW (5=-TTTTGGATC CGCTGATAACACCTTGAAAAGCG)/
2860HindIIIRV (5=-TTTTAAGCTTTTACCGGTCT GGATTCACAA
TGG) and 2870BamHIFW (5=-TTTTGGATCCTTGACAGAACCAT
TATT TTTAAAACC)/2870HindIIIRV (5=-TTTTAAGCTTTTATGCGT
CTACCCCTGGAGTAG), respectively, to which restriction sites were
added to the 5= and 3= ends (underlined). ThePCR fragmentswere cleaved
with the corresponding restriction enzymes and cloned into pQE80 di-
gested with the same enzymes. The resulting plasmids, pQEbnaG and
pQEmanA, respectively, were used to transform E. coli BE50, and the
correct sequence of the inserts was confirmed by DNA sequencing. One
clone of each, PE168 (pQEbnaG) and PE169 (pQEmanA), was grown in
0.5 liter Luria-Bertanimediumwith appropriate antibiotics at 20°C under
agitation. When the cultures reach an OD550 of 1.0, IPTG (isopropyl--
D-thiogalactopyranoside; 1 mM) was added and incubation was contin-
ued for 5 h. Cells were harvested by centrifugation and resuspended in
lysis buffer (Tris-HCl, 50 mM, pH 7.5; NaCl, 100 mM; Na2SO4, 50 mM;
dithiothreitol, 0.5 mM; phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mM). The re-
combinant proteins were purified as described previously (18). Fractions
containing the proteins of interest were analyzed by SDS-PAGE, pooled,
dialyzed against Tris-HCl (100mM, pH7.5) containing 20%glycerol, and
kept frozen at 80°C. Protein concentrations were determined from
spectrophotometric measurements at 280 nm in a NanoDrop instrument
(Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA).
His-tagged BnaG enzyme activity. The activity of the purified His-
tagged BnaG enzyme was assayed at 37°C with different 2/4-NP-sugars
(see Table 3) at 5 mM in 96-well plates. The 2/4-nitrophenol released was
measured by continuously following the changes in the absorbance at 404
nm using a POLARstar Omega microplate reader (BMG Labtech, Offen-
burg, Germany). Reactions with reaction mixtures (100 l) containing
the substrate in 100mMTris-HCl buffer, pH 7.0, were initiated by adding
1g of enzyme. The optimal pHwas determined with 5mM pNPGlcNAc
using 100 mM phosphate-citrate buffer (pH 3.0 to 7.0) and 100 mM
glycine-NaOH buffer (pH 7.5 to 9.5). The optimal temperature of the
reactionwas analyzed by performing the reaction at temperatures ranging
from 20 to 60°C and at the optimal pH. Kinetic studies were performed in
100 mMTris-HCl buffer, pH 7.0, at 37°C with pNPGlcNAc at concentra-
tions ranging from 0.5 to 7.5 mM.
In order to determine the ability of BnaG to hydrolyze natural oligo-
saccharides, several substrates were tested (see Table 3). The reactions
were performed with 100l of the reactionmixture at 37°C for 16 h using
4 mM substrate in 100 mM Tris-HCl buffer, pH 7.0. The reaction mix-
tures were analyzed by HPLC using the Jasco PU2080Plus system as de-
scribed above.
His-tagged ManA enzyme activity. The activity of the purified His-
taggedManA enzyme was assayed as previously described (24) with some
modifications. A typical reactionmixture (100l) contained 50mMTris-
HCl buffer, pH 8.0, 5 mM MgCl2, 1 mM NADP
, 0.5 U of phosphoglu-
cose isomerase, 1.0 U of glucose-6P dehydrogenase, and 3 mMmannose-
6P. The reactions were initiated by adding 2 g of enzyme. The activity
was assayed at 37°C in 96-well plates, and the NADPH formation was
monitored by continuously following the changes in the absorbance at
340 nm using the POLARstar Omega microplate reader (BMG Labtech,
Offenburg, Germany). Kinetic studies were performed with mannose-6P
at concentrations ranging from 1.0 to 10 mM.
Nucleotide sequence accession numbers. The sequences of the trun-
cated genes were deposited in GenBank under accession numbers
KT954009 and KT954010.
RESULTS AND DISCUSSION
L. casei -N-acetylglucosaminidase BnaG is an extracellular
wall-attached protein. Analysis of the genome surroundings of
the gnb operon, which is involved in the utilization of lacto-N-
biose and galacto-N-biose in L. casei BL23 (18), revealed the pres-
ence of two genes, one named bnaG (LCABL_02860) and one
namedmanA (LCABL_02870) here, that are annotated as a puta-
tive -N-acetylglucosaminidase precursor and a putative man-
nose-6P isomerase, respectively (Fig. 1A). The deduced amino
acid sequence of bnaG showed a conserved protein domain,
GH20_DspB_LnbB-like (cd06564), from amino acids 38 to 377
(25). Sequence analysis using the SignalP (version 4.0) program
(http://www.cbs.dtu.dk) additionally showed that BnaG dis-
played an N-terminal signal peptide for secretion (amino acids 1
to 32), and a predicted C-terminal sortase-dependent cell wall-
anchoring domain (amino acids 533 to 569) was already described
(26). In order to determine if the bnaG gene was responsible of the
-N-acetylglucosaminidase activity in whole cells of L. casei BL23
(26), a mutant with a mutation in bnaG was constructed (strain
BL380). The results showed that in the wild type the activity was
higher in cells grown in ribose than in cells grown in glucose (Ta-
ble 2), confirming the findings of previous studies that showed
that the -N-acetylglucosaminidase activity in L. casei was sub-
jected to catabolic repression by glucose (27). -N-Acetylgluco-
saminidase activity was also found in the supernatants of strain
Bidart et al.
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BL23 (Table 2), suggesting that part of the enzyme is liberated into
the culture medium as a free enzyme. Interestingly, whole cells
and supernatants of the BL380 mutant were totally devoid of ac-
tivity (Table 2), indicating that the bnaG gene is responsible for the
-N-acetylglucosaminidase activity present in L. casei.
Substrate specificity and enzymatic characteristics of L. casei
-N-acetylglucosaminidase BnaG. The His-tagged -N-acetyl-
glucosaminidase BnaG from L. casei without the N-terminal sig-
nal peptide and the C-terminal cell wall-anchoring domain was
expressed in E. coli. The purified protein showed amolecularmass
of 55 kDa, in agreement with the calculated mass of the 6
His-
tagged protein (55,250Da; Fig. 2). The recombinant BnaG hydro-
lyzed pNPGlcNAc and 2-NP--D-galactopyranoside; however,
the latterwas poorly hydrolyzed (Table 3). The catalytic properties
of BnaG using pNPGlcNAc as the substrate were determined (Ta-
ble 3). Although the deduced amino acid sequences of BnaG and
the N-acetylglucosaminidase from L. casei ATCC 27092 (19)
showed a high degree of homology (91.7% identity), the Km, op-
TABLE 2 N-Acetylglucosaminidase activity in whole cells and
supernatants of L. casei cultured in MRS fermentation medium with
glucose or ribosea
Strain
N-Acetylglucosaminidase activityb (nmol/
min/OD unit) in medium with:
Glucose Ribose
Whole cells
BL23 (wild type) 0.223 0.015 2.962 0.011
BL380 (bnaG) 0.0 0.013 0.0 0.015
Supernatants
BL23 (wild type) 0.247 0.003 0.934 0.075
BL380 (bnaG) 0.0 0.0 0.0 0.0
a N-Acetylglucosaminidase activity was determined with 4-nitrophenyl--D-
glucosaminide as the substrate.
b Each value represents the mean of four different measurements standard deviation.
FIG 1 (A) Schematic presentation of the 11.2-kbp Lactobacillus casei BL23 DNA fragment containing the -N-acetylglucosaminidase precursor and a man-
nose-6P isomerase in the surroundings of the galacto-N-biose (gnb) operon (18). The first (gnbR) and last (gnbA) genes of this operon are represented. (B)
Schematic presentation of proposed pathways for lacto-N-triose and 3=-N-acetylglucosaminyl-mannose metabolism in L. casei BL23. PTS, phosphoenolpyru-
vate:sugar phosphotransferase system; GlcNAc, N-acetylglucosamine; Gal, galactose; Man, mannose; LacG, phospho--galactosidase; NagA, N-acetylgluco-
samine-6P deacetylase; NagB, glucosamine-6P deaminase.
FIG 2 Coomassie brilliant blue-stained 10% SDS-polyacrylamide gel showing
the His-tagged proteins -N-acetylglucosaminidase BnaG and mannose-6P
isomerase ManA. Lane P, protein standards. The numbers on the right are
molecular masses.
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timumpH, and optimum temperaturewere different. TheKm (6.4
M) of the enzyme from the ATCC 27092 strain showed that the
affinity for the substrate pNPGlcNAc was about 350-fold higher
than that of BnaG. The modifications of the sequence described
above for the purified BnaG could account for those differences
between the two-N-acetylglucosaminidases. Indeed, the enzyme
from the ATCC 27092 strain showed a molecular mass (39 kDa)
(19) lower than that determined for BnaG. Regarding natural oli-
gosaccharides, BnaG is able to degrade lacto-N-triose intoGlcNAc
and lactose. However, it does not hydrolyze lacto-N-tetraose or
lacto-N-neotetraose, which contain the same GlcNAc1,3-glyco-
sidic linkage, indicating that BnaG showed exoglycosidase ac-
tivity but not endoglycosidase activity. BnaG also degrades the
disaccharides 3=-N-acetylglucosaminyl-mannose, 3=-N-acetyl-
galactosaminyl-galactose, galacto-N-biose, and lacto-N-biose, al-
though the last twowere cleaved very inefficiently (Table 3). These
results indicate that the-N-acetylglucosaminidase BnaG from L.
casei showed specificity for 1,3-glycosidic linkages, and within
these, N-acetylhexosaminyl-1,3-linked sugars are better sub-
strates than their corresponding hexoses.
L. casei ferments lacto-N-triose and hydrolyzes it by using
the-N-acetylglucosaminidase BnaG. In order to determine the
capacity ofL. caseiBL23 tometabolize lacto-N-triose, 3=-N-acetyl-
glucosaminyl-mannose, and 3=-N-acetylgalactosaminyl-galac-
tose, which were substrates in vitro for the -N-acetylgluco-
saminidase BnaG, the growth profile in MRS basal medium
supplemented with 2 mM those oligosaccharides was determined
independently. L. casei BL23 was able to grow in the presence of
lacto-N-triose and 3=-N-acetylglucosaminyl-mannose as fer-
mentable carbon sources (Fig. 3A). However, the presence of 3=-
N-acetylgalactosaminyl-galactose resulted in diminished growth
compared with the residual growth of L. casei in nonsupple-
mented MRS basal medium (Fig. 3A). The growth pattern of L.
casei in the presence of lactose as a positive control is also shown
(Fig. 3A). To determine if the -N-acetylglucosaminidase BnaG
was involved in the utilization of lacto-N-triose and 3=-N-acetyl-
glucosaminyl-mannose in L. casei BL23, the mutant strain BL380
(bnaG) was cultured in the presence of those oligosaccharides as
carbon sources. Interestingly, this mutant exhibited diminished
growth with lacto-N-triose which was comparable to that of the
negative control (with nonsupplemented MRS basal medium),
indicating that BnaG is necessary for the utilization of this oligo-
TABLE 3 Activity and characterization of enzyme BnaGc
Substratea (structure) Activityb
4-NP-N-acetyl--D-glucosaminide 
2-NP--D-galactopyranoside /
4-NP--D-glucopyranoside 
2-NP-1-thio--D-galactopyranoside 
4-NP--D-glucuronide 
4-NP--D-glucopyranoside 
4-NP--D-galactopyranoside 
4-NP--L-fucopyranoside 
Lacto-N-triose (GlcNAc1-3Gal1-4Glc) 
3=-N-Acetylglucosaminyl-Man (GlcNAc1-3Man) 
3=-N-Acetylgalactosaminyl-Gal (GalNAc1-3Gal) 
Galacto-N-biose (Gal1-3GalNAc) /
Lacto-N-biose (Gal1-3GlcNAc) /
Lacto-N-tetraose (Gal1-3GlcNAc1-3Gal1-4Glc) 
Lacto-N-neotetraose (Gal1-4GlcNAc1-3Gal1-4Glc) 
6=-Galactopyranosyl-GlcNAc (Gal1-6GlcNAc) 
4=-Mannopyranosyl-GlcNAc (Man1-4GlcNAc) 
4=-Galactofuranosyl-GlcNAc (Gal1-4GlcNAc) 
Lactose (Gal1-4Glc) 
N-Acetyllactosamine (Gal1-4GlcNAc) 
Lactulose (Gal1-4Fru) 
Maltose (Glc1-4Glc) 
Maltotriose (Glc1-4Glc1-4Glc) 
a Carbohydrates used as the substrates. NP, nitrophenyl; Glc, glucose; Gal, galactose;
GlcNAc,N-acetylglucosamine; GalNAc,N-acetylgalactosamine; Man, mannose; Fru,
fructose.
b, the substrate was totally hydrolyzed after a 16-h reaction under the conditions
described in the Materials and Methods section;/, the substrate was partially
hydrolyzed after a 16-h reaction under the conditions described in the Materials and
Methods section;, no activity was detected.
c The enzyme activity was determined with 4-nitrophenyl--D-glucosaminide as the
substrate. Vmax was 33.3 mol/mg protein/min, Km was 2.3 mM, the optimal pH was
6.5, and the optimal temperature was 53°C.
FIG 3 (A) Growth curves of Lactobacillus casei wild-type strain BL23 onMRS
basal medium without a carbon source (black) or with lacto-N-triose (red),
3=-N-acetylglucosaminyl-mannose (blue), 3=-N-acetylgalactosaminyl-galac-
tose (dark cyan), or lactose (green). (B)Growth curves of L. caseimutant strain
BL380 (bnaG) onMRS basal mediumwithout a carbon source (black) or with
lacto-N-triose (red), 3=-N-acetylglucosaminyl-mannose (blue), or lactose
(green). The data presented are mean values based on at least three replicates.
Error bars indicate standard deviations.
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saccharide (Fig. 3B). Sugar content analysis of the culture super-
natants detected lacto-N-triose in the supernatants from BL380
(bnaG), while it was completely consumed by the wild-type BL23
strain. In the wild-type strain, the resulting products (GlcNAc and
lactose) from the lacto-N-triose hydrolysis by BnaG were also ex-
hausted. The results presented above suggest that BnaG is an ex-
tracellular enzyme and that it would then hydrolyze lacto-N-triose
from outside the cells into GlcNAc and lactose. GlcNAc would
then be transported inside the cells by a yet unknown PTS and/or
a PTS-independent permease (28). The lactose moiety would be
internalized by the already characterized PTSLac into the cells as
lactose-6P, and this phosphorylated sugar would be degraded by
the phospho--galactosidase LacG into galactose-6P and glucose
(29) (Fig. 1B). Although 3=-N-acetylglucosaminyl-mannose is an
in vitro substrate for BnaG, the results showed that the growth rate
(0.120 h1) of BL380 (bnaG) is similar to the rate of the wild type
(0.113 h1) (Fig. 3B), suggesting that its metabolism is indepen-
dent of that of glycosidase. Sugar content analysis of the culture
supernatants did not detect 3=-N-acetylglucosaminyl-mannose in
either BL23 or BL380 culture supernatants.
The metabolism of lacto-N-triose resulting from the catabo-
lism of lacto-N-neotetraose has been previously reported in B.
bifidum (13). This tetrasaccharide was sequentially hydrolyzed
from its nonreducing terminus by two extracellular exoenzymes
with -galactosidase and -N-acetylglucosaminidase activity, re-
spectively (13). L. casei was able to grow in the presence of lacto-
N-triose, whereas it was not able to ferment lacto-N-neotetraose
(data not shown), suggesting that this strain lacks a -galactosi-
dase activity able to convert the tetrasaccharide into galactose and
lacto-N-triose, at least under our experimental conditions. Anal-
ysis of the available genome sequences of lactobacilli (http://www
.ncbi.nlm.nih.gov/genomes) showed that the bnaG gene was pres-
ent only in the species L. casei and Lactobacillus paracasei. Notably,
it was not conserved in the phylogenetically related species Lacto-
bacillus rhamnosus. The lack of a bnaG gene in the latter species
correlated with the inability of two strains of L. rhamnosus (strains
ATCC 9595 and ATCC 53103 [L. rhamnosus GG]) to metabolize
lacto-N-triose. However, L. rhamnosus strain HN001 was able to
grow using lacto-N-triose as a carbon source (G. N. Bidart, J.
Rodríguez-Díaz andM. J. Yebra, unpublished results), suggesting
that, in addition to BnaG, lactobacilli have other enzymes in-
volved in the catabolism of this trisaccharide.
ManA is required for mannose and 3=-N-acetylglucosami-
nyl-mannose metabolism in L. casei. As shown above, 3=-N-
acetylglucosaminyl-mannose was a carbon source for L. casei
BL23, and a mutant deficient in the general component enzyme I
of the PTS (28) was unable to ferment that disaccharide, which
remained nonhydrolyzed in the culture supernatant (data not
shown). These results suggest that 3=-N-acetylglucosaminyl-man-
nose is transported andphosphorylated by the PTS and itmight be
hydrolyzed inside the cells by a yet unknown phospho--glycosi-
dase (Fig. 1B). The PTS phosphorylates the incoming disaccha-
rides at the nonreducing end (18, 29); therefore, the intracellular
products generated from 3=-N-acetylglucosaminyl-mannose
would probably be GlcNAc-P and mannose. We analyzed if the
manA gene was involved in the metabolism of that disaccharide.
The deduced amino acid sequence ofmanA showed 53% and 48%
identity with the sequences of the characterized type I man-
nose-6P isomerases (EC.5.3.1.8) from Streptococcus mutans (30)
and Bacillus subtilis (31), respectively. The manA gene from L.
casei BL23 codes for a 323-amino-acid protein without a signal
peptide or a cell wall-anchoring motif, and it was expressed in E.
coli. The purified His-tagged protein showed a molecular mass of
37 kDa, in agreement with the calculated mass of the 6
His-
tagged protein (36,815 Da; Fig. 2). ManA activity was analyzed by
following the conversion of mannose-6P into fructose-6P, and it
exhibited a Vmax of 1.11 mol/mg protein/min and a Km of 2.78
mM. This and the results presented below also suggest that the
mannose resulting from the hydrolysis of 3=-N-acetylglucosami-
nyl-mannosewould be phosphorylated by amannose kinase at the
C-6 position. Mannose-6P would be converted into the glycolytic
intermediate fructose-6P by ManA (Fig. 1B).
To determine if the mannose-6P isomerase ManA was in-
volved in the utilization of 3=-N-acetylglucosaminyl-mannose in
L. casei BL23, a mutant with a mutation inmanAwas constructed
(strain BL381). Interestingly, this mutant showed a growth rate
(0.064 h1) lower than that of the wild-type strain BL23 (0.113
h1) with that disaccharide as the carbon source in the culture
FIG 4 Growth curves of Lactobacillus casei wild-type strain BL23 (A) and L.
caseimutant strainBL381 (manA) (B) onMRSbasalmediumwithout a carbon
source (black) or with 3=-N-acetylglucosaminyl-mannose (blue) or mannose
(pink). Data are presented as mean values based on at least three replicates.
Error bars indicate standard deviations.
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medium (Fig. 4), indicating that manA is involved in the utiliza-
tion of 3=-N-acetylglucosaminyl-mannose. However, mannose
was not detected in the culture supernatants fromBL381, which is
in agreement with the fact that the maximum cell density reached
by this strain was similar to that of the wild-type strain BL23. The
rate of growth of strain BL381 (manA) with mannose as the car-
bon source was lower (0.026 h1) than that of the negative control
grown on nonsupplementedMRS basalmedium (0.038 h1) (Fig.
4B), indicating that ManA is necessary for the utilization of man-
nose in L. casei. Curiously, after 24 h the culture reached an OD
similar to that of the control, which indicates that the growth of
strain BL381 was recovering. These results and the growth profile
of strain BL381 in the presence of 3=-N-acetylglucosaminyl-man-
nose suggested that additional genes involved in the metabolism
of themannosemight be expressed.Using the deduced amino acid
sequence of ManA in BLAST searches against the L. casei BL23
genome (32), another mannose-6P isomerase (LCABL_06290)
was found. It showed 47% homology (30% identity) with the
ManA characterized here. Hence, the catabolism of 3=-N-acetyl-
glucosaminyl-mannose in themanAmutantmight depend on this
additional mannose-6P isomerase being able to utilize the man-
nose-6P generated.
The species Lactobacillus casei is associated with the infant and
adult human gastrointestinal tract, and some strains are consid-
ered beneficial for the host (7, 8, 33). The establishment of this
species in the gut and its interaction with the host rely on its
nutritional capacities. The extracellular localization of the -N-
acetylglucosaminidase studied here and its activity on human
milk and mucosa-linked glycans probably constitute a molecular
strategy that these bacteria use to survive in the gut.
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